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Abstrakt 
 
Genetický polymorfizmus biotransformačních enzymů a riziko vzniku karcinomu pankreatu 
v České republice 
 
Úvod: Karcinom pankreatu patří díky své prognóze k jednomu z největších problémů 
současné onkologie. Postihuje nejčastěji pacienty v šesté a vyšší dekádě a díky minimálním 
příznakům v časných stádiích je diagnostikován většinou ve fázi lokálně pokročilého či 
metastatického onemocnění. Jedinou modalitou představující pro pacienta šanci na dlouhodobé 
přežívání je radikální chirurgická resekce. Chemoterapie i možná cílená léčba má pouze paliativní 
charakter. Vzhledem k tomuto by bylo nanejvýš užitečné identifikovat takové genetické faktory, 
predisponující ke vzniku karcinomu pankreatu a vytvořit jakýsi skríningový program s cílem 
záchytu časných stádií. V naší práci jsme se zaměřili na polymorfizmy v biotransformačních 
enzymech, které ovlivňují metabolismus karcinogenů a prokarcinogenů a mohly představovat 
riziko karcinomu pankreatu. 
 
Metodika: Do naší studie bylo zařazeno 278 pacientů s karcinomem pankreatu. Jako 
kontrolní skupinu jsme použili skupinu zdravých dobrovolníků z ambulancí praktických lékařů a 
transfuzních stanic. Zaměřili jsme se na studium polymorfizmů biotransformačních enzymů 
CYP1B1, EPHX, NQO1 GSTP1, GSTT1, GSTM1. DNA byla amplifikována PCR, následně 
štepena restrikčními enzymy a velikost restrikčních produktů stanovena horizontální 
elektroforézou na agarózovém gelu. Statistická analýza byla zpracována pomocí statistického 
softwaru CRAN 2.4.0. Celkové přežívání daných skupin a podskupin bylo stanoveno pomocí 
Kaplan-Maierovy distribuční funkce. Pro hodnocení rozdílu přežívání mezi jednotlivými 
studovanými skupinami byl použit log-rank test. Odds ratio (odhad relativního rizika) a 
konfidenční intervaly pro stanovení vztahu mezi polymorfizmy a rizikem karcinomu pankreatu 
byly stanoveny logistickou regresí. 
 
Výsledky: Hodnocení distribuce alel mezi případy a kontrolami ukázalo, že nosiči 
genotypu Val/Val v kodonu 432 genu CYP 1B1 mají nižší riziko než nosiči divoké alely (OR 0,59, 
95%CI 36-0,96, p=0,035). Heterozygoti měli rovněž riziko nižší (OR 0,69, 95%CI 0,49-0,97, 
p=0,033). V případě analýzy histologicky verifikovaných případů byl nalezen ještě signifikantnější 
vztah.  Variantní alela v GSTP1 kodonu 105 byla spojena se zvýšeným rizikem vzniku karcinomu 
pankreatu (OR 1,38, 95%CI 0,96-1,97), stejně tak delece v GSTT1 představovala zvýšené riziko 
(OR 1,56,  95%CI 0,93-2,61), kombinace  null genotypu v GSTT1 a variantní alely v kodonu 105 
GSTP1 dále riziko zvyšovalo (OR 2,5, 95% CI 1,20-5,20). V ostatních polymorfizmech nebyl 
nalezen statisticky signifikantní vztah. Stejně tak nebyl nalezen signifikantní vztah studovaných 
polymorfizmů a délkou přežívání pacientů s karcinomem pankreatu.  
 
Závěr: Naše studie byla první takovou studií v České republice, je třeba dalších dat a 
větších souborů pacientů k potvrzení nalezených asociací polymorfizmů v biotransformačních 
enzymech a rizikem karcinomu pankreatu.  
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Abstract 
 
Genetic polymorphism of biotransforming enzymes and risk of pancreatic cancer 
development in Czech Republic 
 
Objective: Pancreatic cancer represents one of the biggest challenges of present-day 
oncology.  It effects mainly effects patients in sixth or higher decade of life and due to minimal 
symptoms in early stages, it is usually diagnosed in locally advanced or metastatic stage of the 
disease.  The only modality which represents a possible chance for long term survival is radical 
surgical resection.  Chemotherapy and possible targeted therapy have only a palliative role.  Due to 
the above mentioned facts, it would be highly useful to identify genetic factors, which could play a 
role in  pancreatic cancer development and create specific screening program which could identify 
early stages of the disease. We have focused our study on gene polymorphisms in biotransforming 
enzymes, which modify carcinogen and procarcinogen metabolism and may represent risk factors 
for pancreatic cancer.    
   
Methods: We have included 278 pancreatic cancer patients into this study. As a control 
group we have chosen healthy volunteers from general practicioner clinics and healthy blood 
donors.  We have focused on gene polymorphisms in biotransforming enzymes   CYP1B1, EPHX, 
NQO1 GSTP1, GSTT1, GSTM1. DNA was amplified by PCR, consequently split by restriction 
enzymes and  the restriction fragment size was identified by horizontal electrophoresis.    
Statistical analyses were processed by the statistical software CRAN 2.4.0.  The overall survival of 
given groups  was determined using Kaplan-Meier´s survival distribution functions. The Log-rank 
test was used for evaluation of different survivals among investigated groups and subgroups.  Odds 
ratios (OR) and confidence intervals for examining the association between genetic factors and 
cancer risk were estimated by logistic regression. 
 
Results: Allele dictibution assessment between cases and controls showed, that Val/Val 
genotype carriers in codon 432 CYP1B1 have lower risk of pancreatic cancer development then 
wild type carriers   (OR 0,59, 95%CI 36-0,96, p=0,035).  Heterozygotes have also lower risk  (OR 
0,69, 95%CI 0,49-0,97, p=0,033).  There was an even more signficant relation in the case of 
histologicaly verified patients.  Variant allele  in     GSTP1 codone 105 was associated with higher 
pancreatic cancer risk (OR 1,38, 95%CI 0,96-1,97), the same was found for   GSTT1deletion    
(OR 1,56,  95%CI 0,93-2,61). The combination of GSTT1 and GSTP1 had a multiplicative effect 
on the risk for pancreatic cancer (OR 2,5, 95% CI 1,20-5,20). There was no statisticaly significant 
relation in  other gene polymorphisms. Also there was no   association found between studied gene 
polymorphisms and pancreatic cancer survival.      
 
Conclusion: Our study was the first of its kind in The Czech Republic and  further research  
is needed to confirm the above mentioned gene polymorphisms associations with pancreatic cancer 
risk and survival. 
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Seznam použitých zkratek  
 
CI 95% 95% interval spolehlivosti 
CYP  cytochromy P450  
cDDP  cisplatina  
CDKN  inhibitor cyklin-dependentních kináz (též p16) 
dNTP  deoxynukleosidtrifosfáty 
EPHX1 mikrozomální epoxidhydroláza 1 
GST        glutathion-S-transferáza  
HNPCC hereditární nepolypózní kolorektální karcinom 
MQ ultračistá voda připravená přístrojem Biocel A10 od firmy Millipore Corp. 
(Billerica, MA, USA) 
TP53      tumor supresorový gen kódující protein p53  
NQO1  NAD(P)H: chinonoxidoreduktáza 1 
PCR  polymerázová řetězová reakce („polymerase chain reaction“)  
RFLP  restrikční analýza délky fragmentů („restriction fragment lenght polymorphism“) 
SDS laurylsulfát sodný 
STK11 serin/threonin kináza  
5-FU 5-fluorouracil  
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1 TEORETICKÝ ÚVOD 
 
 
1.1 Karcinom pankreatu 
 
Karcinom pankreatu představuje díky své prognóze jeden z největších problémů současné 
onkologie. Ačkoliv incidence tohoto onemocnění v České republice kontinuálně roste (graf 1.), 
je známo velice málo o rizikových faktorech predisponujících pro vznik karcinomu pankreatu, 
stejně tak o faktorech ovlivňujících prognózu tohoto onemocnění. Dle údajů Národního 
onkologického registru činila incidence karcinomu pankreatu v České republice v roce 1980 
6,6 na 100 000 obyvatel, avšak v roce 2005 již 9,6 na 100 000 [1].  
 
 
 Graf 1: Vývoj incidence a mortality karcinomu pankreatu v čase v České republice 
 
Po nádorech plic a tlustého střeva je karcinom pankreatu třetím v příčinách úmrtí na nádorová 
onemocnění mužů mezi 35 až 54 roky. Postihuje nejčastěji generaci páté a vyšší dekády. 
Jedinou terapeutickou možností, která pacientovi přináší šanci na dlouhodobé přežití je 
radikální chirurgická resekce, která však již často není možná, jelikož většina pacientů je 
diagnostikována v lokálně pokročilém či metastatickém stádiu onemocnění (tabulka 1., graf 
2.). V neresekabilním stádiu je možností paliativní chemoterapie (nejčastěji se používá 
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gemcitabin, 5-fluorouracil, cisplatina, kapecitabin). Průměrná doba přežití u pacienta 
s resekabilním stádiem onemocnění je pouze šest měsíců. Vzhledem k lokalizaci karcinomu u 
75% nemocných v hlavě pankreatu je nejčastější první manifestací onemocnění obstrukční 
ikterus, dalšími příznaky jsou váhový úbytek, bolesti v oblasti epigastria nebo migrující 
tromboflebitida [2], [3].  
 
Tabulka 1.: Stádia onemocnění karcinomu pankreatu dle TNM klasifikace [4] :   
 
Tis N0 M0 Stádium 0
T1 N0 M0 Stádium IA
T2 N0 M0 Stádium IB
T3 N0 M0 Stádium IIA
T1,2,3 N1 M0 Stádium IIB
T4 Jakékoliv N M0 Stádium III
Jakékoliv T Jakékoliv N M1 Stádium IV
  
 
T klasifikace   
Tis  karcinom in situ   
T1  nádor omezen na pankreas, 2cm nebo méně v největším rozměru 
T2  nádor omezen na pankreas, větší než 2 cm v největším rozměru 
T3  nádor se šíří mimo pankreas, nepostihuje však truncus coeliacus nebo a. mesenterica superior
T4  nádor postihuje truncus coeliacus nebo a. mesenterica superior 
 
N klasifikace 
N0  v regionálních mízních uzlinách nejsou metastázy 
N1  metastázy v regionálních mízních uzlinách 
  
M klasifikace    
 
M0  nejsou vzdálené metastázy 
M1  vzdálené metastázy přítomny  
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Graf 2: Vývoj zastoupení klinických stádií v čase [1] 
 
Jedním z důležitých problémů karcinomu pankreatu je skutečnost, že neexistují markery časného 
záchytu onemocnění. Tumorové markery jsou značně nespecifické a klinicky se využívají spíše při 
hodnocení léčebné odpovědi na chemoterapii (CA 19-9). Proto jsme se soustředili na možnost najít 
takové genetické polymorfizmy, které by mohly souviset se vznikem karcinomu pankreatu a 
eventuálně predikovat odpověď na léčbu. První skupina nových molekulárních markerů by tak 
mohla být využita k definování skupiny osob vhodné pro sekundární preventivní programy, druhá 
pak k individualizaci léčebných postupů.   
 
1.2 Standardní terapie karcinomu pankreatu [5] 
 
Jedinou léčbou, kterou lze dosáhnout dlouhodobé přežívání pacienta je radikální resekce tumoru, 
ta je možná v I. a II. stádiu onemocnění, kdy je tumor omezen na pankreas. Základním operačním 
výkonem je Whippleova operace (hemipankreatikoduodenectomie) s resekcí nebo bez resekce 
vena mesenterica superior. U nádorů postihující tělo pankreatu je prováděna totální 
pankreatektomie  a v případě postižení kaudy pankreatu distální pankreatektomie. Po radikální  
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resekci obvykle následuje adjuvantní chemoterapie s 5-fluorouracilem.  U inoperabilních nádorů 
přichází v úvahu paliativní chemoradioterapies 5-fluorouracilem nebo paliativní chemoterapie 
s gemcitabinem.  Paliativní chemoterapie gemcitabinem je standardní léčbou u generalizovaného 
onemocnění obvykle po zajištění drenáže žlučových cest (tabulka 2.). Nově se do léčby dostává 
cílená léčba erlotinibem. 
 Tabulka 2.: Základní chemoterapeutické režimy používané v léčbě karcinomu pankreatu  
 
 
 dávka (mg/m2) 
způsob 
podání den podání 
opakování 
cyklu 
adjuvantní chemoterapie 
leukovorin 
5-FU 
 
25 
425 
 
i.v. bolus 
i.v. bolus 
 
1.–5. 
1.–5. 
 
à 4 týdny , 6×
à 4 týdny , 6× 
gemcitabin 1000 i.v. 30 min. 1., 8.,15. 1× za 4 týdny, 6× 
chemoradioterapie 
5-FU 
nebo 
 
5-FU 
 
400 mg  
celková dávka
 
225 
 
i.v. bolus 
 
 
kont. inf. 
 
1.–4. a 17.–20.  
den ozařování 
 
každý ozařovací 
den 
 
paliativní chemoterapie 1. 
linie 
gemcitabin 
 
1000 
 
30 min infuze
 
1., 8., 15. 
 
 
à 4 týdny 
do progrese 
gemcitabin 
 
+ erlotinib 
1000 
 
100 
30 min infuze
 
per os 
1., 8., 15., 22. 
 
denně 1× 
à 4 týdny 
do progrese 
 
1.3 Molekulární změny u karcinomu pankreatu 
Přibližně u 4-16 % nemocných je pozorován rodinný výskyt karcinomu slinivky břišní. Genetická 
predispozice je dána mutací  protoonkogenů, tumorsupresorových genů nebo genů podílejících se 
na opravě poškozené DNA. K první skupině patří rodina protoonkogenů K-ras (Kirsten rat 
sarcoma 2 viral oncogene homolog), lokalizovaná na chromosomu 12, která kóduje protein 
s GTPázovou aktivitou , který se podílí na přenosu  informace v buňce z plazmatické membrány 
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(EGFR receptoru) do buněčného jádra, kde reguluje transkripci DNA. Mutace způsobí trvalou 
aktivaci proteinu a tím trvalou stimulaci buněčné transkripce (obr.1) [6].  
 
Obr.1: přenos signálu zprostředkovaný K-ras proteinem 
 
Aktivující mutace K- ras  onkogenu kodonu 12 patří k nejčastějším mutacím, které je možné 
prokázat u karcinomu pankreatu stejně jako u duktální hyperplazie, která je považována za 
prekancerózu [7]. Prevalence této mutace u karcinomu pankreatu je udávána mezi  70-90 % 
případů [8], [9], [10]. Dalšími častými mutacemi jsou mutace v kodonu 13 a 61. Ke skupině 
produktů tumor supresorových genů patří protein p 16, který je kódován genem MTS1  a jeho 
funkcí je inhibice komplexu cyclin D/cyklindependentní kinázy-4.  Deleční mutace tohoto genu je 
přítomna až v 85 % případů adenokarcinomu pankreatu [11]. Mutace genu  BRCA 1 a 2, tumor 
supresorových  genů lokalizovaných na genu 17 jsou nejčastěji dávány do souvislosti s rizikem 
vzniku karcinomu prsu a ovaria. Nosiči mutace v genu BRCA 2 mají však 3,5x vyšší riziko vzniku 
i karcinomu pankreatu [12].  Dalším predisponujícím faktorem karcinomu pankreatu je 
autozomálně dominantně dědičná hereditární pankreatitida, onemocnění způsobené mutací v genu 
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PRSS1 pro trypsinogen a klinicky se nejčastěji projevující opakovanými atakami akutní 
pankreatitidy [13]. Nosiči mutace PRSS1 mají 50-60x vyšší riziko vzniku karcinomu pankreatu. 
[14].   Peutz-Jaghersův syndrom je autozomálně dominantně dědičné onemocnění způsobené 
mutací genu STK11, který se podílí na opravě poškozené DNA a představuje také zvýšené riziko 
karcinomu pankreatu [15]. 
 
1.4 Polymorfizmus v biotransformačních enzymech  
 
Polymorfizmem se všeobecně označuje alelická varianta, která se vyskytuje v populaci alespoň 
v 1%. Vyskytují se v kódujících (exony) i v nekódujících (introny) oblastech genomu. Přítomnost 
polymorfizmu v exonech může způsobit změny v aminokyselinových sekvencích proteinových 
molekul a následně ovlivnit funkci těchto pozměněných proteinů. Polymorfizmy v nekódujících 
oblastech pak mohou ovlivnit sílu transkripce, sestřih nebo stabilitu messengerové RNA. 
 
1.4.1 Cytochrom P450 
 
Systém cytochromu P450 je zodpovědný obecně za monooxygenace, probíhající převážně ve 
formě inkorporace jednoho atomu kyslíku do molekuly substrátu, jejímž výsledkem je vznik 
hydroxylovaného, lépe rozpustného, produktu. Označení P450 je dle absorbčního pásu při 450 nm 
užívaného ke stanovení koncentrace proteinu. Cytochromy P450 (CYP) patří do rodiny 
hemoproteinů a jsou obsaženy v membránách endoplazmatického retikula jater, ledvin a dalších 
orgánů. Mitochondriální systém cytochromu P450 se od mikrozomálního liší tím, že používá 
NADPH-dependentní flavoprotein, adrenodoxinreduktázu, a protein obsahující nehemové Fe-S, 
adrenodoxin.  
 
1.4.2 Epoxidhydroláza  
 
Mikrozomální enzym epoxidhydroláza (EPHX1) je enzym účastnící se II. fáze biotransformace 
epoxidů (mezi něž patří řada karcinogenů, např. polycyklické aromatické uhlovodíky) [16], [17], 
[18].  
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1.4.3 Glutathiontranferázy  
 
Gluthathion-S-transferázy (GST) katalyzují konjugaci elekrofilních molekul s gluthathionem (γ-
glutamylcysteinylglycin) za vzniku kyseliny merkapturové, která je z organizmu vylučována močí 
[19]. Savčí cytoplazmatické GST jsou podle aminokyselinové sekvence rozděleny do tříd: α 
(GSTA), μ (GSTM), π (GSTP), κ (GSTK), ω(GSTO), θ (GSTT), σ (GSTS) a ζ (GSTZ).   
 
1.4.4 NQO1 
 
NAD(P)Hchinonoxidoreduktáza (NQO1) katalyzuje redukci chinonů na hydrochinony 
dvouelektronovým mechanizmem. Mutace v tomto genu byly asociovány s tarditivní dyskinesí, 
Alzheimerovou chorobou a řadou nádorových onemocnění. Enzym NQO1 se skládá z 273 
aminokyselin. Základní funkcí v organizmu je detoxikovat chinony dvouelektronovým přenosem 
na hydrochinony, které jsou dále z organizmu vyloučeny po konjugaci s glutathionem nebo UDP 
glukuronovou kyselinou (metabolizmus fáze II). Substráty pro NQO1 jsou např. benzochinony, 
naftochinony, které jsou součástí cigaretového kouře a také řada chemoterapeutik jako adriamycin, 
daunomycin, mitomycin C. Například polymorfizmus v kodonu 187, měnící prolin na serin, 
snižuje aktivitu enzymu, a zvyšuje expozici organizmu karcinogenům. Současně se předpokládá, 
že snížená aktivita enzymu sníží metabolizmus neaktivních chemoterapeutik na jejich aktivní 
formy a tudíž zhorší odpověď organizmu na onkologickou léčbu [20]. 
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2 CÍL PRÁCE 
 
 
 
Cílem této práce bylo: 
 
1) primárním cílem mé práce bylo zjistit, zda vybrané polymorfizmy biotransformačních 
enzymů modifikují riziko vzniku karcinomu pankreatu v české populaci.  
 
2) sekundárním cílem bylo studovat prognostický význam vybraných polymorfizmů u    
             nemocných s karcinomem slinivky břišní.     
 
3)  posledním cílem bylo vyhodnotit relativní váhu jednotlivých epidemiologických faktorů, 
které jsou považovány za rizikové ve vztahu ke vzniku karcinomu pankreatu.   
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3 MATERIÁL A METODY 
 
 
3.1 Chemikálie  
 
Všechny použité chemikálie byly v analytické kvalitě. 
 
3.2 Izolace DNA z krve 
Vzorky krve pacientů a kontrol byly odebírány do vakuových odběrových zkumavek Vacuette 
(Dialab, Praha). Pro izolaci DNA byly použity dvě metody, a to fenol chloroformová extrakce a 
izolace magnetickou separací. Vzorky z transfuzních stanic byly zpracovány fenol chloroformovou 
extrakcí, vzorky karcinomu pankreatu a vzorky kontrol z ambulance praktického lékaře pomocí 
magnetických partikulí přístrojem KingFisher .  
 
3.2.1 Fenol-chloroformová extrakce [21] 
DNA kontrolní skupiny z transfuzního oddělení byla izolována pomocí fenol/chloroformové 
extrakce z lymfocytů metodou podle Sugimury.  
Zamražená krev byla po roztátí lyzována na rotačním extraktoru po přidání lyzačního pufru. 
Následovala centrifugace. Po odstranění supernatantu byla peleta resuspendována se 4 ml sterilní 
Mili-Q vody (MQ) a následovala opět centrifugace při 6000 RPM a 5°C a supernatant byl opět 
odstraněn. Postup byl opakován s dalšími 4 ml MQ dokud peleta lymfocytů nebyla bílá.  
K lymfocytům bylo přidáno 800 μl pufru pro proteinázu a resuspendováno, dále bylo přidáno 25 
μl proteinázy, 100 μl 10% SDS, 1 ml 5 M NaCl a 2,4 ml sterilní MQ (Mili Q), vše bylo opět 
promícháno 10 minut na rotačním extraktoru. Do každé zkumavky bylo ještě přidáno 2,5 ml 
extrakční směsi fenol/chloroform (v poměru 1:1) a vzorky byly opět promíchávány 15 minut na 
rotačním extraktoru. Poté byly vzorky centrifugovány 15 min. při 6000 RPM a 5°C. Vrchní čirá 
fáze obsahující DNA byla přenesena do čisté 15 ml centrifugační zkumavky se 4 ml 99 % 
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chladného ethanolu, kde se za opatrného promíchávání utvořil precipitát DNA. DNA byla srážena 
v mrazicím boxu při -20°C přes noc. Poté byla DNA centrifugována 15 min. při 6000 RPM 5°C, 
supernatant byl odstraněn a DNA byla promyta 1 ml vychlazeným 70% ethanolem a 
centrifugována 15 min. při stejných podmínkách. Po odstranění supernatantu byla DNA sušena při 
pokojové teplotě. Vysušená peleta byla rozpouštěna v 1 ml sterilní MQ několik hodin a poté byla 
změřena koncentrace získané DNA.  
 
3.2.2 Izolace DNA magnetickými partikulemi [21] 
Pro izolaci DNA z krve pacientů s nádorem pankreatu a kontrolní skupiny z ambulance 
praktického lékaře byl použit přístroj KingFisher (Thermo electron corporation, Vantaa, Finsko) a 
kit BioSprintTM. Metoda je založena na adsorpci makromolekul DNA na křemíkový povrch 
magnetických partikulí.  
Magnetické částice s navázanou DNA jsou promyty dvěma různými pufry, sušeny proudem 
vzduchu a v konečném kroku je DNA eluována do roztoku. Metoda je optimalizována na 1ml krve 
s maximální kapacitou přístroje 15 vzorků. Pro každý vzorek je do přístroje umístěna plastová tuba 
s pěti navzájem spojenými zkumavkami. 
 
3.3 Analýza genotypu   
Genotypování obou skupin subjektů bylo provedeno pomocí metody polymerázové řetězové 
reakce (PCR – „Polymerase Chain Reaction“) s následnou restrikční analýzou délky fragmentů 
(RFLP – „Restriction Fragment Lenght Polymorphism“) (tabulka 3.).  
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Tabulka 3.: Laboratorní podmínky PCR 
REAKČNÍ SMĚS konc. 
DNA 2ug/100ul 
H2O  (MQ)   
10x buffer Top-bio (complete) 1x 
MgCl2 Top-bio 1.8mM        
dNTP  Invitek 0.2mM 
Oligo -primer  0.25mM 
RedTaq polymerase TopBio 0.5 u/s         
 
 
Pro PCR reakci byl použit termocycler GeneAmp PCR Systém 9700 (Perkin Elmer,Norwalk, CT, 
USA), následovala horizontální elektroforéza ve 3% gelu a délka fragmentů byla stanovena 
pomocí markeru Phi174/HaeIII.  
 
RFLP je založena na použití enzymů tzv. restrikčních endonukleáz, které rozeznávají specifickou 
sekvenci bází amplifikovaného PCR úseku a štěpí ji (tabulka 4., 5.).  
 
Tabulka 4.: Obecné podmínky restrikce 
REAKČNÍ SMĚS  
PCR směs  15 µl/l 
Restrikční enzym 1 - 2 U/vzorek    
10x Restrikční pufr 2 ml /vzorek 
MQ   
  
Restrikce probíhala při 37°C nebo 55°C po dobu 2 hodin, následovala opět horizontální 
elektroforéza na 3% agarózovém gelu a po obarvení ethidium bromidem byl výsledek vyfocen 
na UV transluminátoru. Velikost fragmentů byla stanovena pomocí  Phi174/HaeIII. 
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Tabulka 5.: Přehled restrikčních enzymů [22] 
Gen  
Restrikční 
enzym (New 
England 
Biolabs) 
Restrikční místo  Po restrikci  
...GCNNNNNNNGC... ...GCNNNNN NNGC... CYP 453 HpyF10VI   
...CGNNNNNNNCG... ...CGNN NNNNNCG... 
...CACNNNNGTG... ...CACNN NNGTG... CYP432 OliI  
...GTGNNNNCAC... ...GTGNN NNCAC... 
...GTCTCNNNNNN... ...GTCTCN NNNNN... GSTP1  BsmAI 
...CAGAGNNNNNN... ...CAGAGNNNNN N... 
...GATATC... ...GAT ATC... EPHX3  EcoRV  
...CTATAG... ...CTA TAG... 
...GTAC... ...GT AC... EPHX4 RsaI 
...CATG... ...CA TG... 
...GANTC... ...G ANTC... NQO1  HinfI   
...CTNAG... ...CTNA G... 
 
Příklady hodnocení výsledků: 
CYP 1B1 453 
                                 1                                    2              3      4     6      7      8      9   
 
 
1 – marker Phi174/HaeIII; 3,6,7 – heterozygot, 2,4,8-divoký homozygot, 9-variantní homozygot   
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NQO1 
 
      1              2     3      4     5     6                                 7      
 
 
 
1 – marker Phi174/HaeIII; 4,6 – heterozygot, 2,3,5-divoký homozygot, 7-variantní homozygot   
 
 
 
GSTM1 
 
 
                         1              2      3      4     5        
 
 
 
1 – marker Phi174/HaeIII; 3, 5 – GSTM1-null; 2, 4 – GSTM1-plus 
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3.4 Subjekty hodnocení    
 
Vztah polymorfizmů k riziku vzniku karcinomu pankreatu byl zkoumán na studii případů a 
kontrol. Nábor subjektů hodnocení začal v září 2004 a trvá nepřetržitě dodnes. Nábor subjektů 
hodnocení pro tuto práci byl dokončen v únoru 2008. Poslední follow up v rámci kompletace dat 
byl uskutečněn v listopadu 2008. Celkově bylo k výše uvedenému datu do studie zařazeno 754 
subjektů zahrnujících případy i kontroly. Případy byly rekrutovány z pěti klinických pracovišť 
lokalizovaných v Praze, Příbrami, Liberci, Rakovníku a Zlíně.  
Pacienti byli zařazeni do studie v případě, že splnili alespoň jedno z následujících vstupních 
kriterií: 
1) pacienti s histologicky nebo cytologicky verifikovaným adenokarcinomem pankreatu 
2) pacienti, kteří měli alespoň 3 z následujících klinických známek nádoru slinivky břišní:  
anorexie/kachexie, obstrukční ikterus, na CT/MR detekovatelný tumor v pankreatu, 
endoskopickou ultrasonografií prokázán tumor pankreatu, elevace tumorových markerů, váhový 
úbytek, rychlá klinická progrese onemocnění.  
Ve studii genetických polymorfizmů, byly vždy zvlášť hodnoceny skupiny histologicky 
verifikovaných pacientů a pacientů s klinickou diagnózou.  
Další podmínkou účasti ve studii byl věk alespoň 18 let a podpis informovaného souhlasu (příloha 
1). Každý účastník hodnocení byl podrobně seznámen s cílem, procedurami studie a právy 
účastníků studie a dal souhlas se svojí účastí.  
Kontroly byly vybírány tak, aby měly podobnou věkovou distribuci a pohlaví. Ve studii jsme 
použili dvě kontrolní skupiny. První skupinou byli zdraví dobrovolníci z ordinací praktického 
lékaře, podstupující pravidelnou lékařskou prohlídku. Druhou skupinou byli zdraví dárci krve.  
Data o pacientech byla průběžně shromažďována jednak z dotazníků (příloha 1.), které byly 
s pacientem vyplněny při osobním rozhovoru a z lékařské dokumentace, spolu s údaji o přežívání. 
Follow up perioda, kdy data byla opětovně aktualizována byla 6 měsíců. Pro shromažďování dat o 
pacientech byla vytvořena online databáze: https://.programy.koc.cz 
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Databáze obsahuje elektronickou verzi dotazníku a klinická data. Všechny vzorky jsou zadávány 
v zakódované formě tak, aby nebylo možné zjistit totožnost pacienta a kontroly. Hlavním důvodem 
k vytvoření této online databáze bylo zajistit práci zúčastněných vždy s maximálně aktuálními daty 
a zajistit i okamžité zpřístupnění průběžně doplňovaných dat všem členům týmu.  
Studie byla schválena etickou komisí 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy. Navíc byla studie 
schválena etickými komisemi jednotlivých pracovišť, na kterých probíhal nábor pacientů. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 - 23 -  
 
4  STATISTICKÁ ANALÝZA 
 
Statistická analýza byla zpracována pomocí statistického softwaru CRAN 2.4.0. Celkové přežívání 
daných skupin a podskupin bylo stanoveno pomocí Kaplan-Maierovy distribuční funkce. Pro 
hodnocení rozdílu přežívání mezi jednotlivými studovanými skupinami byl použit log-rank test. 
Odds ratio (odhad relativního rizika) a konfidenční intervaly pro stanovení vztahu mezi 
polymorfizmy a rizikem karcinomu pankreatu byly stanoveny logistickou regresí.  
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5  VÝSLEDKY 
 
HOLCATOVA I, SOUCEK P, VRANA D, SLAMOVA A, SCHEJBALOVA M, STRNAD R, 
BRABEC M, RYSKA M, Nádory slinivky břišní II, Praktický lékař, 2008, 88, č. 8  
 
První předběžné statistické hodnocení souboru bylo provedeno v prosinci 2007 a uveřejněno 
v časopise Praktický lékař v roce 2008. Z výsledku vyplývá, že hrubý odhad relativního rizika 
(crude odds ratios) se neliší mezi skupinami kontrolních subjektů a klinicky potvrzených případů 
pro polymorfizmus v genech CYP1B1, NQO1, GSTP1, EPHX (předběžné výsledky polymorfizmu 
EPHX byly následně vyvráceny při analýze většího souboru pacientů) a GSTT1. Hodnocení 
epidemiologických dat, týkajících se především životního stylu, nepřineslo statisticky významné 
výsledky. Statisticky stoupá riziko onemocnění s věkem a současně jsme zaznamenali mírný rozdíl 
ve výskytu nádoru z hlediska věku a pohlaví. U mužů vzestup začíná již ve středním věku (od cca 
40 let). U žen jsme vzestup zaznamenali až po 50. roce života. Samotný vliv pohlaví nebyl 
statisticky signifikantní.  
  
VRANA D, NOVOTNY J, HOLCATOVA I, HLAVATA I, SOUČEK P. CYP1B1 gene 
polymorphism modifies pancreatic cancer risk but not survival, Neoplasma. 2010;57(1):15-9.  
 
V další publikaci jsme se zaměřili na vztah mezi polymorfizmy v CYP1B1 a rizikem vzniku 
karcinomu pankreatu. Hodnocení distribuce alel mezi případy a kontrolami ukázalo, že nosiči 
genotypu Val/Val v kodonu 432 mají nižší riziko než nosiči divoké alely (OR 0,59, 95%CI 36-
0,96, p=0,035). Heterozygoti měli rovněž riziko nižší (OR 0,69, 95%CI 0,49-0,97, p=0,033). 
V případě analýzy histologicky verifikovaných případů byl nalezen ještě signifikantnější vztah. Na 
druhou stranu jsme nenalezli žádný vztah mezi polymorfizmy v kodonu 453 a rizikem vzniku 
karcinomu pankreatu.  Celkové přežívání pacientů s wild-type  genotypem v kodonu 453 i 432 
bylo delší, ale výsledek nebyl statisticky signifikantní.   
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VRANA D, PIKHART H, MOHELNIKOVA-DUCHONOVA B, HOLCATOVA I, STRNAD 
R, SLAMOVA A, SCHEJBALOVA M, RYSKA M, SUSOVA S, SOUCEK  p., The 
association between glutathione S-transferase gene polymorphisms and pancreatic cancer in 
a central European Slavonic population,Mutat Res-Gen Tox Environm Mutag 2009;680:78–
81.  
 
V následující publikaci jsme sledovali asociaci mezi rizikem vzniku karcinomu pankreatu a 
polymorfizmy v genech GSTP1, GSTT1, GSTM1.  Zjistili jsme, že variantní alela v GSTP1 kodonu 
105 byla spojena se zvýšeným rizikem vzniku karcinomu pankreatu (OR 1,38, 95%CI 0,96-1,97), 
stejně tak  delece v GSTT1 představovala zvýšené riziko ( OR 1,56,  95%CI 0,93-2,61), 
kombinace  null genotypu v GSTT1 a variantní alely v kodonu 105 GSTP1 dále riziko zvyšovalo 
(OR 2,5, 95% CI 1,20-5,20).    
 
MOHELNIKOVA-DUCHONOVA B, VRANA D, HOLCATOVA I, RYSKA M, 
SMERHOVSKY Z, SOUCEK P., CYP2A13, ADH1B, and ADH1C Gene Polymorphisms and 
Pancreatic Cancer Risk, Pancreas. 2010;39(2):144-148.  
 
V této publikaci jsme studovali, zda polymorfizmy v genech podílejících se na metabolizmu 
karcinogenů, vznikajících při hoření tabáku a polymorfizmy v genech metabolizující alkohol  mají 
vztah k riziku karcinomu pankreatu.  Konkrétně jsme studovali CYP 2A13 (Arg101Stop) a dále 
ADH1B (Arg48His) a ADH1C (Ile350Val).  Z výsledků plyne, že studované polymorfizmy v 
ADH1B  ani ADH 1C nepředstavovaly zvýšené riziko vzniku karcinomu pankreatu. Stejně tak 
jsme nenalezli signifikantní vztah polymorfizmu CYP 2A13 ke karcinomu pankreatu (variantní 
alela kódující inaktivní enzym byla přítomna pouze v 7 případech pacientů a u žádné kontroly).  
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NACCARATI A, PARDINI B, POLAKOVA V, SMERHOVSKY Z, VODICKOVA L, 
SOUCEK P, VRANA D, HOLCATOVA I, RYSKA M, VODICKA P Genotype and 
haplotype analysis of TP53 gene and the risk of pancreatic cancer: an association study in 
the Czech Republic., Carcinogenesis. 2010;31(4):666-70.  
 
Ve výše uvedené publikaci bylo studováno riziko vzniku karcinomu pankreatu a genu TP 53 jako 
základního regulačního prvku buněčného cyklu. Mutace v  TP53 jsou nalézány v řadě tumorů, 
v nichž mutace způsobí inaktivaci genu a tím umožní zpuštění karcinogeneze.  Zaměřili jsme se na 
4 polymorfizmy a to rs17878362:A1>A2, rs1042522:G>C, rs12947788:C>T a rs17884306:G>A.  
Z výsledků vyplývá, že přítomnost variantní alely v kodonu 1042522 představuje zvýšené riziko 
vzniku karcinomu pankreatu ( OR 1,73, 95% CI 1,26-2,39, p=0,001). Analýza haplotypů 
prokázala, že přítomnost haplotypu A2CCG byla ve srovnání s nejčastějším haplotypem A1GCG 
asociována se zvýšeným rizikem (OR 1,39, 95%CI 1,02-1,88, p=0,034), naopak přítomnost 
haplotypu  A1CCG  se sníženým rizikem (OR 0,30, 95%CI 0,12-0,76, p=0,011) vzniku karcinomu 
pankreatu.  
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6  DISKUZE  
 
 
Dosud je známo velice málo o rizikových faktorech vzniku karcinomu pankreatu. Některé z těchto 
případů mohou být spojeny s hereditárními nádorovými syndromy jako hereditární pankreatitida 
nebo hereditární karcinom prsu (BRCA1, BRCA2) [23]. Pravděpodobně většina případů je 
sporadických a tudíž je velmi obtížné určit jasný predisponující faktor onemocnění.  
Bylo by vysoce efektivní najít takový predisponující genetický faktor, který by vyčlenil skupinu 
zdravých lidí s vysokým rizikem a umožnil je zařadit do skríningového programu s účelem 
časného záchytu onemocnění. Celosvětově existuje poměrně málo publikací o polymorfizmech 
metabolických genů a riziku vzniku karcinomu pankreatu. V České republice takové studie nebyly 
dosud publikovány. Hlavním problémem je shromáždění dostatečně velkého souboru pacientů, 
který by umožnil statistickou analýzu. Podobná situace platí pro studium vztahu genetických 
polymorfizmů k přežívání pacientů s karcinomem pankreatu.  
Během své postgraduální práce jsem se také zaměřil na studium efektivity protinádorové terapie a 
genetických polymorfizmů. Vzhledem k často nízkému výkonnostnímu stavu pacientů v době 
diagnózy a množství terapeutických režimů, včetně klinických studií, nebylo možno vytvořit 
dostatečně velké skupiny pacientů pro statistickou analýzu. V této práci bychom rádi pokračovali, 
jelikož vhledem k rychlé progresi onemocnění by bylo vhodné predikovat skupiny pacientů s 
potenciální odpovědí na jednotlivá chemoterapeutika a zvýšit tak jejich šanci na dlouhodobé 
přežívání. Dle klinických zkušeností se však zdá, že možnosti klasických chemoterapeutických 
režimů jsou v současnosti vyčerpány a léčba bude směrována spíše na cílenou léčbu. V současné 
době probíhá celosvětově řada klinických studií, které se zaměřily právě na možnosti cílené 
terapie. Jako nadějné se zdají inhibitory přenosu buněčného signálu ať již na úrovni buněčných 
receptorů nebo intracelulárního přenosu informace.  
Naše studie je první studií zkoumající polymorfizmy v uvedených biotransformačních genech a  
celkové přežívání pacientů s karcinomem pankreatu.  
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Epidemiologická data 
 
V naší studii se nepodařilo potvrdit obecně uznávaná epidemiologická data. Kouření jako rizikový 
faktor [24], stejně jako konzumace alkoholu, diabetes mellitus [25] a nadváha nepředstavovaly 
statisticky významný rizikový faktor.  
 
CYP 1B1  
 
Polymorfizmy v cytochromu P450 jsou dávány do souvislosti se zvýšeným rizikem řady 
nádorových onemocnění zahrnujících karcinom tlustého střeva [26], plic [27], prostaty [28], ledvin 
[29], hlavy a krku [30] a konečně i karcinom pankreatu [31].  
V naší studii nebyl nalezen vztah mezi polymorfizmem v genu pro CYP1B1 exonu 453 a rizikem 
vzniku karcinomu pankreatu. Podobně nebyla nalezena asociace mezi přežíváním pacientů s 
karcinomem pankreatu a oběma sledovanými polymorfizmy v CYP1B1. Studie vztahu 
polymorfizmu v CYP1B1 k přežívání pacientů s karcinomem pankreatu nebyla dosud publikována.  
V naší studii jsme však nalezli signifikantní vztah mezi polymorfizmem v kodonu 432 genu 
CYP1B1 a rizikem vzniku karcinomu pankreatu. U histologicky verifikovaných pacientů, byla 
nalezena ještě silnější asociace. Nosiči divokého genotypu mají vyšší riziko pro vznik onemocnění. 
Tento výsledek je v literatuře o karcinomu pankreatu zcela unikátní. Byla publikována studie, ve 
které byla nalezena zvýšená hladina aduktů hemoglobinu, odvozených od 4-aminobiphenylu, u 
nosičů divokého genotypu. Zvýšená aktivita enzymu divokého typu tudíž může predisponovat k 
poškozování biomakromolekul a představuje možný mechanizmus účinku námi nalezeného vztahu 
polymorfizmu CYP1B1 k riziku vzniku karcinomu pankreatu (vyšší aktivita enzymu aktivujícího 
prokarcinogeny = vyšší riziko vzniku nádoru).  
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GSTM1 
 
I když GSTM1-null genotyp je předpokládaným rizikovým faktorem pro karcinom plic [32] dle 
našich zjištění není zřejmá souvislost s rizikem karcinomu pankreatu. Naše výsledky se shodují s 
dříve publikovanými pracemi [33], [34], [35]. 
 
GSTP1 
 Z našich výsledků vyplývá, že přítomnost variantní alely v kodonu 105 byla asociována se 
zvýšeným rizikem karcinomu pankreatu u pacientů mladších 50 let. Naše studie podporuje dříve 
publikované výsledky o roli GSTP1 v patogenezi karcinomu slinivky břišní [33].  
 
GSTT1 
GSTT1-null genotyp byl asociovaný se zvýšeným rizikem karcinomu pankreatu (1,56-krát vyšší 
riziko). Tento výsledek byl evidentní u subjektů starších 50 let (1,66-krát vyšší riziko), u mladších 
bylo riziko nevýznamné. První studie tohoto typu nenalezla asociaci GSTT1-null genotypu s 
karcinomem pankreatu. Duell et al. však udávají, že kombinace kouření a delece v polymorfizmu 
GSTT1 je spojená se zvýšeným rizikem karcinomu pankreatu a toto riziko je vyšší u žen [34], [35]. 
V naší studii nebylo riziko ovlivněno kouřením ani pohlavím. Kombinace polymorfizmů v GSTT1 
a GSTP1 měla multiplikativní efekt a zvyšovala riziko vzniku karcinomu pankreatu 2,5-krát.  
   
EPHX 
 
EPHX je jeden z mnoha enzymů, které se účastní metabolismu endogenních a exogenních látek. 
Některé studie našly vztah polymorfizmů v EPHX s rizikem karcinomu ovaria [36] a rizikem 
nádorů plic [37]. Nicméně většina dosavadních studií proběhla na poměrně malém souboru 
pacientů a kontrol a je tedy nutné je dále ověřit. 
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V naší studii jsme nenašli jednoznačný vztah polymorfizmu v genu EPHX k riziku vzniku a  
přežíváním karcinomu pankreatu.  
 
 
NQO1 
 
Byla publikována řada prací dokazujících vztah polymorfizmů v NQO1 s nádorovým 
onemocněním, např. s nádory plic [38], kolorektálním karcinomem [39], karcinomem močového 
měchýře [40]. V několika publikovaných studiích bylo prokázáno, že zvýšená aktivita enzymu je 
spojena se sníženým rizikem vzniku karcinomu pankreatu. Tento vztah platil ještě výrazněji u 
kuřáků, kde NQO1 působil jako ochranný faktor [41]. 
Ve většině publikovaných studií však velikost souboru pacientů byla poměrně malá a z toho 
vyplývá i malá síla studií. V našem souboru se nepodařilo jednoznačně prokázat vztah 
polymorfizmu NQO1 s rizikem vzniku karcinomu pankreatu a s celkovým přežíváním.  
 
 
Vzhledem k malému množství pacientů se shodnou onkologickou terapií nebylo možno zhodnotit 
vztah polymorfizmů k různým chemoterapeutickým režimům a k potencionální odpovědi na ně.  
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9 PŘÍLOHY  
 
9.1 Dotazník pro subjekty hodnocení  
 
 
 
 
STUDIE ONEMOCNĚNÍ PANKREATU 
Dotazník životního stylu 
Datum rozhovoru: 
 
Část A:  
 
INFORMACE O PACIENTOVI 
 
1. Identifikační číslo:  PC |__|__| |__||__||__||__| 
2. Pohlaví:  (1) Muž (2) Žena  
3. Datum narození: |__|__| |__|__| |__|__| (dd mm rr) 
4. Stav: (1) Svobodný/á (2) Ženatý / Vdaná / Žijící ve společné 
domácnosti (3) Vdova/ec 
 (4) Rozvedený/á (5) Jiný  
5. Nejvyšší dosažené  
   vzdělání: 
(1) Základní dokončené před 15 rokem  
(2) Vyučen 
(3) Středoškolské s maturitou  
(4) Nižší VŠ (bakalářské), ev. nástavby atd.? 
(5) Vysokoškolské 
6. Obec, kde žijete:   
 
 
7. Jak jste vysoký/á? |__||__||__| cm 
   Jak vysoký/á jste byl/a ve 20 letech? |__||__||__| cm 
   Jak vysoký/á jste byl/a před 2 lety? |__||__||__| cm 
 
8. Kolik vážíte? |__||__|__| kg 
 Kolik jste vážil/a ve 20 letech? |__||__|__| kg 
 Kolik jste vážil/a ve 40 letech? |__||__|__| kg 
 
Část B: OSOBNÍ ANAMNÉZA 
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9. Trápila Vás některá z následujících chorob? 
 
Onemocnění a. 
Ano/ 
Ne 
b. Věk při 
prvních 
přízna-
cích 
c. Byl/a 
jste na 
operaci?  
Ano/ 
Ne 
d. Předepsal 
vám lékař 
nějaké léky? 
Ano/ 
Ne 
e. Jaké 
léky? 
f. Kolik let 
jste léky 
užíval/a? 
 
 
Diabetes  |__|__|     
Žlučové kameny  |__|__|     
Pankreatitis  |__|__|     
Peptický vřed   |__|__|     
Astma  |__|__|     
Alergie  |__|__|     
Zánět žil  |__|__|     
Nádorové on.  |__|__|     
 
10. Bral/a jste pravidelně, tj. alespoň 1x týdně po 1 rok aspirin n. jiné protizánětlivé léky?
 (1)Ano (2)Ne 
Pokud ano, 
Od (věk) Do (věk) Důvod pro aspirin/ jiné protizánětlivé léky 
|__|__| |__|__|  
|__|__| |__|__|  
 
Část C: RODINNÁ ANAMNÉZA 
  
11.  Kolik bratrů, sester, synů, dcer máte (neuvádějte nevlastní sourozence): 
 
  Bratři .......... Sestry .............. Synové ............. Dcery .............. 
 
12.  Trpěl někdo z Vašich blízkých někdy zánětem nebo nádorem slinivky:   
  (1) Ano  (2) Ne 
 
    Pokud ano,  
 
a.  
Příbuzný 
(Kód 1-6) 
 
b.  
Věk  
v době 
diagnózy  
c.  
Které onemocnění 
bylo 
diagnostikováno? 
Pankreatitis  
Nádor pankreatu  
e.  
Žije nebo  
zemřel/a ? 
f.  
Zemřel/a na tuto 
nemoc nebo na něco 
jiného? 
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a.  
Příbuzný 
(Kód 1-6) 
 
b.  
Věk  
v době 
diagnózy  
c.  
Které onemocnění 
bylo 
diagnostikováno? 
Pankreatitis  
Nádor pankreatu  
e.  
Žije nebo  
zemřel/a ? 
f.  
Zemřel/a na tuto 
nemoc nebo na něco 
jiného? 
     
     
  
13. Měl někdo z Vašich příbuzných “rakovinu”? 
 (1) Ano (2) Ne 
 
    Pokud ano,  
 
a.  
Příbuzný 
 
b.  
Věk  
v době 
diagnózy    
c.  
Jaká 
rakovina 
(lokalizace)
d. 
Klasifikace 
nádoru 
(ICD-10) 
e.  
Žije nebo  
zemřel/a ? 
f.  
Zemřel/a na tuto 
nemoc  
nebo na něco  
jiného ? 
      
      
      
      
 |     
 
Část D. KOUŘENÍ 
 
14a. Vykouřil/a jste v průběhu života alespoň 100 
cigaret/doutníků/dýmek? 
 
|__|Ano 
|__|Ne  
14b. Kouřil/a jste někdy cigarety/doutníky/dýmku 
pravidelně, tj. aspoň 1 cigaretu/doutník/dýmku 
za den po 1 rok? 
|__|Ano 
|__|Ne  
15. Kolik Vám bylo let, když jste začal/a poprvé 
pravidelně kouřit? 
|__|__| let 
16.  Kouříte dosud? |__|Ano 
|__|Ne  
17. Kolik Vám bylo let, když jste přestal/a pravidelně  
   kouřit?  
|__|__| 
let 
 
 
Část E. ALKOHOLICKÉ NÁPOJE, KÁVA A ČAJ, KONZUMACE MASA A 
ZELENINY/OVOCE 
 
18. Konzumoval/a jste někdy pravidelně, tj. aspoň 
jednou týdně po 1 rok alkoholické nápoje? 
|__|Ano 
|__|Ne  
 
  
19. Kolik Vám bylo let, když jste ji začal/a 
konzumovat alkohol pravidelně? 
|__|__| 
let 
 
20. Konzumujete dosud alkoholické nápoje 
pravidelně? Jak často? 
|__|Ano 
|__|Ne  
Denně           I_I 
 3 – 5x týdně      I_I 
Méně než 1x týdně  I_I 
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21. Kolik Vám bylo let, když jste přestal/a 
konzumovat alkohol pravidelně? 
|__|__| 
let 
 
 
 
22. V průběhu typického týdne, kolik asi sklenic jste vypil/a? Skončete buď 
současností nebo věkem, kdy jste přestal/a pít alkohol. Započítejte i 
přestávky, kdy jste přestal/a pít na dobu delší než 1 rok. 
 
 Od 
věku 
Do 
věku  
Pivo 
(0,5 l 
/týden)  
Víno  
(0,2 l 
/týden) 
Aperitiv/ 
desertní vína 
(0,1 l /týden) 
Doma 
vyráběné 
destiláty 
(skleničky / 
týden) 
Komerčni 
destiláty 
(skleničky / 
týden) 
 
i. |__||__| |__||__|      
ii. |__||__| |__||__|      
iii. |__||__| |__||__|      
iv. |__||__| |__||__|      
 
23. Vzpomeňte si, jak často jste pil/a čaj a kávu? 
 
Frekvence Káva Čaj (černý) 
Nikdy, méně než jednou měsíčně   
Méně než jednou týdně   
1-2 x týdně    
4-5 x týdně   
1-2 x denně   
3-4 x denně   
Více než 4x denně   
 
24. Jakou kávu většinou pijete?   
 
 |__| ”turka”   |__| bez lógru (překapávanou, rozpustnou, preso,...) 
 
25. Konzumujete pravidelně maso, zeleninu/ovoce?  
 
Frekvence Maso Zelenina/ovoce 
Nikdy, méně než jednou měsíčně   
 40
  
Méně než jednou týdně   
1-2 x týdně    
4-5 x týdně   
denně   
 
 
Část F. FYZICKÁ AKTIVITA 
I. Fyzická aktivita v zaměstnání 
26. V jakém zaměstnání jste pracoval převážnou část svého života?  
 
27. Byla vaše práce fyzicky namáhavá? 
 
II. Fyzická aktivita ve volném čase 
28a. Chodil/a jste někdy cvičit/sportovat ve svém volném čase, t.j. alespoň 
30 minut každý týden v roce nebo 2 hodiny/týden po 3 měsíce ? 
|__|Ano 
|__|Ne  
28b. Vzpomeňte si na situaci před rokem, chodil/a jste někdy 
cvičit/sportovat ve svém volném čase, t.j. alespoň 30 minut každý 
týden v roce, nebo 2 hodiny/týden po 3 měsíce? 
|__|Ano 
|__|Ne  
28c. Pokud Ne, kdy jste skončil/s s pravidelným sportováním/cvičením?   
Věk.........
 
 
Část G. GYNEKOLOGICKÁ ANAMNÉZA (Pouze pro ženy) 
 
29. Byla jste někdy těhotná? 
Kolikrát? 
|__|Ano     I___I 
|__|Ne  
30. Měla jste někdy potrat?  
Kolikrát? 
|__|Ano    I__I 
|__|Ne  
 
31. Od kolika let máte menstruaci?  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
|__|Nikdy nemenstruovala  
|__| 9 nebo mladší 
|__| 10 
|__| 11 
|__| 12 
|__| 13 
|__| 14 
|__| 15 
|__| 16 
|__| 17 nebo starší 
|__| nevím 
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I. Perorální kontraceptiva 
 
32. Užívala jste někdy perorální antikoncepci  
   dva a více měsíců? 
|__| Ano 
|__| Ne 
 
33. Kolik vám bylo let, když jste začala užívat  
   antikoncepci? 
|__||__| (věk) 
34. Kolik měsíců nebo let jste užívala orální  
   antikoncepci? 
|__||__| (měsíce) 
nebo 
|__||__| (roky) 
 
35. Užíváte ještě orální antikoncepci?  |__| Yes 
|__| Ne 
 
36. V kolika letech jste přestala brát orální  
   antikoncepci?  
|__||__| (věk) 
 
 
II. Užívání Hormonální Substituční Terapie (HRT) 
 
37a. Užívala jste někdy nějaký ženský hormon dva nebo více  
    měsíců, např. estrogeny kvůli návalům nebo jiným  
    problémům menopausy?  
|__| Ano 
|__| Ne 
 
37b. Kolik vám bylo let, když jste tuto léčbu začala užívat?  |__||__| (Věk) 
37c. Kolik měsíců nebo let jste celkem užívala HRT? |__||__| (měsíce) 
nebo 
|__||__| (roky) 
 
37d. Užíváte ještě HRT?  |__| Ano  
|__| Ne 
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37e. V kolika letech jste přestala brát HRT?  |__||__| (věk) 
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Pancreatic cancer represents one of the biggest challenges 
of current oncology due to its poor prognosis. The overall inci-
dence of pancreatic cancer is growing rapidly. It has risen from 
6.3 per 100,000 residents in 1980 to 9.6 per 100,000 in 2005 [1]. 
In the Czech Republic, pancreatic cancer is the eighth most 
prevalent cancer with almost 1200 new cases diagnosed annu-
ally. Despite a high mortality rate linked to pancreatic cancer, 
there is only little knowledge about its etiology. Therefore, it
is important to understand how genetic factors contribute to 
clinical outcome of this disease.
Cytochrome P450 (CYP, EC 1.14.14.1) enzymes cata-
lyzes a large number of reactions modifying dietary and 
smoking-derived pro-carcinogens including polycyclic aro-
matic hydrocarbons (PAHs), heterocyclic and aryl amines, 
and nitroaromatic hydrocarbons [2, 3]. When activated, these 
pro-carcinogens produce reactive intermediates that can cause 
DNA damage and promote carcinogenesis. therefore this 
role, CYP1B1 (OMIM: 601771) is extensively investigated as 
a potential risk factor in human cancer [4]. Genetic polymor-
phism in CYP1B1 was recently associated with increased risk 
and clinical outcome of wide variety of human cancers with 
suspected environmental component including colorectal [5], 
lung [6], prostate [7], renal cell [8], head and neck [9] and 
pancreatic [10] cancers. 
CYP1B1 is located on chromosomal region 2p21–22 and 
consists of two introns and three exons of which two are 
translated into protein. A number of single nucleotide poly-
morphisms were described in CYP1B1 [11]. We have focused 
on two most studied missense CYP1B1 polymorphisms in 
codons 432 (rs1056836) and 453 (rs1800440) localized in exon 
3 and their role in pancreatic cancer risk. These polymorphisms
are associated with amino acid substitutions, Val432Leu and 
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Pancreatic cancer represents one of the biggest problems of current oncology. The risk factors of pancreatic cancer devel-
opment, as well as factors affecting survival are poorly understood. Since biotransformation enzymes modify detoxification
of carcinogens, we supposed, that a relationship between their polymorphism and the risk of pancreatic cancer development 
and eventually its clinical outcome may exist.
Associations of so far not studied cytochrome P450 1B1 (CYP1B1) polymorphisms with pancreatic cancer risk were 
investigated by case-control study. A total of 754 participants were recruited during study period. All patients were followed 
to determine their treatment and overall survival.
Carriers of rare genotype Val/Val in codon 432 of CYP1B1 (rs1056836) were under significantly lower risk of pancreatic
cancer than wild type carriers (p=0.035). Carriers of heterozygous genotype (p=0.033) and rare allele Val (p=0.015) were also 
under lower risk than wild type carriers. When histology-verified patients were analyzed separately, even more significant
associations were found (p=0.016, p=0.009, p=0.003, respectively). On the contrary, CYP1B1 polymorphism in codon 453 
(rs1800440) did not significantly associate with pancreatic cancer risk. Median survival of patients with rare homozygous
genotype Val/Val in CYP1B1-codon 432 was longer but not significantly different from those with wild-type homozygotes.
The same was true for CYP1B1-codon 453 wild-type homozygotes in comparison with Ser/Ser rare homozygotes.
CYP1B1 polymorphism in codon 432 seems to modify the risk of pancreatic cancer development and should be further 
studied.
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Asn453Ser in the heme-binding domain of the enzyme. There-
fore these mutations may interfere with heme incorporation, by 
affecting the hinge region and/or the conserved core structures
(CCS) that determine the proper folding and heme-binding 
ability of P450 molecules [12]. Thereby these mutations of
CYP1B1 cause some alterations in substrate specificity and cat-
alitic activity. Several studies indicate that these polymorphic 
variants of CYP1B1 have greater hydroxylation activities and 
are considered to be candidates for cancer susceptibility [13, 
14]. It has been reported that Leu allele carriers in the CYP 1B1 
codon 432 are more active in oxidation of benzo[a]pyrene to 
benzo[a]pyrene-7,8-diol (in the presence of epoxide hydrolase) 
than the Val allele carieres which further lead to formation of 
carcinogen benzo[a]pyrene-7,8-diol-epoxide [15]. Since these 
polymorphisms may also influence the biotransformation
of anticancer drugs, we investigated whether a relationship 
between polymorphisms and the clinical outcome (assessed 
by analysis of overall survival) exists.
Materials and methods
Study subjects. The association between pancreatic cancer
risk and genetic polymorphisms was investigated in a case-
control study. The enrollment of subjects to the study started
in September 2004 and was closed in February 2008. A total 
of 754 participants were included into the study. Patients with 
pancreatic cancer were recruited at five oncology centers lo-
cated in Prague, Pribram, Liberec, Rakovnik and Zlin. Patients 
were eligible for the study, when they fulfilled at least one of
the following criteria:
– patient had histology- or cytology-confirmed pancreatic
adenocarcinoma or
– patient had at least three of the following clinical signs of 
pancreatic cancer (weight loss, anorexia/cachexia, obstruc-
tive jaundice, mass on CT / MRI / endoscopic ultrasound 
scans, tumor markers elevation).
Controls were selected to have similar gender and age 
distribution as cases. We used two different control groups 
to increase the power of study. The first control group was 
composed of healthy volunteers recruited by general prac-
titioners during regular preventive checkups. Second group 
was composed of blood donors. The first primary endpoint 
was the association between the risk of pancreatic cancer 
and CYP1B1 polymorphisms, the second was the overall 
survival (OS), defined as the interval between the date 
of first histological verification of pancreatic cancer until 
death from any cause. Patients were followed through Oc-
tober 30, 2008. We performed a review of medical records 
to obtain information on chemotherapy and/or radiation 
for all eligible patients. Since the patient enrollment covered 
almost all regions of Czech Republic, we consider this study 
being adequately representative for Czech population. The 
design of the study was approved by the Ethical Committee 
of the 1st Medical Faculty, Charles University in Prague, 
Czech Republic.
Genotyping. Blood was collected during diagnostic pro-
cedures using tubes with K3EDTA anticoagulant. DNA was 
isolated from lymphocytes using the phenol/chloroform 
extraction method [16]. Polymorphisms in CYP1B1 were 
assayed using allelic discrimination with TaqMan Drug Me-
tabolism Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, 
CA) by real time PCR in RotorGene 6000 (Corbett Research, 
Brisbane, Australia). The respected polymorphisms and as-
says were, CYP1B1 codon 432 (Leu432Val, rs1056836 assay 
no.: C_3099976_30) and codon 453 (Asn453Ser, rs1800440, 
C_11642651_30). Determination was performed according 
to instructions of manufacturer (Applied Biosystems). Qual-
ity control was performed by reanalysis of 10% of randomly 
selected samples. Results were 100% concordant. Oligonucle-
otide primers were synthesized by Generi Biotech (Hradec 
Kralove, Czech Republic).
Statistical analyses. Statistical analyses were processed by 
the statistical software CRAN 2.4.0. The mean, median, SD,
variance, minimum, maximum, quartiles, frequencies and 
other basic statistical measurements were computed in given 
groups and subgroups. The overall survival of given groups
and subgroups was determined using Kaplan-Meier´s sur-
vival distribution functions. The Log-rank test was used for
evaluation of different survivals among investigated groups
and subgroups. For determination the risk factors in relation 
to overall survival Hazard Ratio was computed by the Cox 
proportional hazard model. Odds ratios (OR) and confidence
intervals for examining the association between genetic factors 
and cancer risk were estimated by logistic regression.
Results
General characteristics of participants. 285 cases and 469 
controls entered into the study. Among pancreatic cancer 
patients, there were 132 patients with histology-verified di-
agnosis. In 115 patients, the diagnosis was based on clinical 
symptoms. 38 patients were excluded from the study due to 
other than pancreatic cancer diagnosis (review process found 
15 individuals with pancreatitis and 23 with other diagnosis). 
Randomly selected controls were healthy individuals and 
consisted of two independent groups: 179 healthy subjects re-
cruited by general practitioners in Prague during the 3rd month 
after the cases recruitment, and 290 blood donors recruited
from two centers in Prague and Pribram. Cases comprised of 
39.6% females and 60.4% males whereas controls included 
either 46.4% females and 55.6% males (GP group) or 31.9% 
females and 68.1% males (BTS group). The difference in sex
distribution between cases control groups was not statistically 
significant. The average age of cases was 61.4 ± 10.8 years vs.
59.2 ± 12.0 years in GP group and 40.0 ± 11.8 years in BTS 
group.
Clinical characteristics of the patients. The first manifesta-
tion of the disease was obstructive icterus in almost 70 % of 
patients whereas the rest usually reported pain and weight 
loss. About 34% of histology-verified cases underwent surgery
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of which about 50 % was radical surgery. The first palliative
chemotherapy was predominantly gemcitabine. 5-Fluorouracil 
was used in the rest of anticancer therapy-treated patients. Due 
to the low performance status only 3 patients received II. line 
of palliative treatment (capecitabine or 5-fluorouracil).
Polymorphisms and pancreatic cancer risk. There were no
significant differences in CYP1B1 rare allele frequencies and 
genotype distributions between GP and BTS control groups 
allowing us to pool these control groups for further analyses. 
Evaluation of genotype distribution and allele frequencies in 
cases and controls showed that carriers of rare genotype Val/
Val in codon 432 of CYP1B1 were under significantly lower risk
of pancreatic cancer than wild type carriers (Table 1, p=0.035). 
Carriers of heterozygous genotype (p=0.033) and rare allele 
Val (p=0.015) were also under lower risk than wild type car-
riers. The same was true for histology-verified patients when
analyzed separately (p=0.016 for rare genotype, p=0.009 for 
heterozygotes, and p=0.003 for rare allele carriers vs. wild type 
carriers). On the contrary, CYP1B1 polymorphism in codon 
453 did not significantly associate with pancreatic cancer risk
(Table 1). There were not enough participants for analysis of
combined effect of both CYP1B1 polymorphisms.
Overall survival. CYP1B1 polymorphisms did not signifi-
cantly modify overall survival of either all pancreatic cancer 
patients or histology-verified subgroup of patients. Median
survival of patients with rare genotype Val/Val in codon 432 
of CYP1B1 was 1.73 year (95 % CI=0.66-1.34), with hetero-
zygous genotype Val/Leu was 0.91 year (95 % CI=0.76-1.42) 
in comparison with wild-type Leu/Leu carriers (1.12 year 
95 % CI=0.90-1.37). Median survival of patients with rare 
genotype Ser/Ser in codon 453 of CYP1B1 was 0.95 year (95 
% CI=0.31-0.97), with heterozygous genotype Asn/Ser was 
0.87 year (95 % CI=0.63-2.10) in comparison with wild-type 
Asn/Asn carriers (1.17 year; 95% CI=0.91-1.37). Median 
survival of histology-verified patients with CYP1B1-codon
432 genotypes Val/Val, Leu/Val, and Leu/Leu was 1.78 year 
95 % CI=0.34-2.49), 0.87 year (95 % CI=0.58-1.42), and 1.12 
year (95 % CI=0.85-2.65), respectively. Median survival of 
histology-verified patients with CYP1B1-codon 453 genotypes
Ser/Ser, Asn/Ser, and Asn/Asn was 0.42 year (95 % CI=0.05-
0.93), 0.87 year (95 % CI=0.48-1.77), and 1.17 year (95% 
CI=0.85-1.55), respectively.
Discussion
The risk factors leading to the pancreatic cancer develop-
ment are poorly understood. Minority of these cancers can be 
linked to currently known hereditary cancer syndromes like 
syndrome of hereditary pancreatitis or hereditary breast–ovar-
ian carcinomas, but generally no explanation for the majority 
of pancreatic carcinomas exists. Previous studies suggested 
that higher risk of pancreatic cancer may be associated with 
certain polymorphisms in metabolizing genes including CYPs. 
However, virtually no study was performed specifically on
population of Czech origin or other Slavic ones. We focused 
our attention on two CYP1B1 polymorphisms frequently 
studied in sporadic cancers other than pancreatic.
In our study, a significant association between CYP1B1 
polymorphism in codon 432 and the pancreatic cancer risk 
was observed. Histology-verified cases showed even more
significant trend in the same direction, i.e. higher risk in
carriers of wild type genotype in comparison with rare allele 
carriers (p=0.003). Recently, higher levels of 4-aminobiphenyl-
hemoglobin adducts were observed in wild Leu allele carriers 
Table 1: Association of CYP1B1 polymorphisms with pancreatic cancer risk
Cases, N (%) Controls, N (%) OR (95% CI)a
All Histology-verified All cases Histology-verified
CYP1B1-432
Leu/ Leu   91 (36.8) 55 (41.7) 131 (28.0) reference reference
Leu/Val 124 (50.2) 62 (47.0) 259 (55.3) 0.69 (0.49-0.97) 0.57 (0.38-0.87)
Val/Val   32 (13.0) 15 (11.3)   78 (16.7) 0.59 (0.36-0.96) 0.46 (0.24-0.86)
Leu/Val+ 156  77 337 0.67 (0.48-0.97) 0.54 (0.36–0.81)
Val/Val
qValb 0.44
CYP1B1-453
Asn/Asn 172 (69.6)  87 (66.0) 326 (69.5) reference reference
Asn/Ser   63 (25.5)  39 (28.5) 126 (26.9) 0.95 (0.67-1.35)) 1.19 (0.75-1.79)
Ser/Ser  12 (4.9)  6 (4.5)  17 (3.6) 1.35 (0.63-2.86) 1.32 (0.51-3.45)
Asn/Ser+  75  45 143 0.99 (0.71-1.39)) 1.18 (0.78–1.78)
Ser/Ser
qSerb 0.17
a OR=odds ratio, 95% CI=95% confidence interval
b frequency of the rare allele in control group
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in the CYP1B1 codon 432 as compared to the rare genotype. 
A significant interaction between these CYP1B1 genotypes 
and the level of exposure was found as well (p=0.003, ref. 17). 
Thus, the wild type allele which is more active than the rare one
[18] may contribute to enhanced exposure-related damage of 
biomacromolecules and subsequently to carcinogenesis. 
No association of the second studied polymorphisms in co-
don 453 with the risk was found in our study. The frequencies
of rare CYP1B1 alleles in our pooled control group (n=469) 
were similar to those published in other Caucasian popula-
tions (codon 432 – 0.45; ref. 19 and codon 453 – 0.18; ref. 
5). Case-control study on role of CYP1B1 polymorphisms in 
pancreatic cancer risk was not published so far. However, there 
were published studies on polymorphisms in other CYPs and 
metabolizing genes. Lee et al. [20] did not find any significant
association of CYP1A1, CYP2D6, and CYP2E1 haplotypes 
with pancreatic cancer risk in a small case-control study on 
Korean population. In contrast, another study reported that 
polymorphisms in CYP1A2 and NAT1 genes modify the risk of 
pancreatic cancer [21]. Moreover, a significant interaction be-
tween NAT1 genotype and dietary mutagen intake modifying 
the risk of pancreatic cancer was observed among men but not 
women and suggested the existence of gender-specific suscepti-
bility to dietary mutagen exposure [22]. Thus, polymorphisms
in metabolic genes may modulate pancreatic cancer risk and 
present interesting topic for further studies.
We also examined the influence of both CYP1B1 poly-
morphisms on the overall survival of the disease. Although 
non-significant, a trend towards longer survival of patients
with rare genotype Val/Val in codon 432 of CYP1B1 in com-
parison with patients carrying wild-type alleles was observed. 
There is lack of data in the literature to corroborate this result
more thoroughly. Thus, due to the poor prognosis of pancreatic
cancer patients and the frequent resistance of the disease to 
standard anticancer therapy, it seems that CYP1B1 polymor-
phisms most probably lack prognostic significance.
In conclusion, the CYP1B1 polymorphism in codon 432 
seems to influence pancreatic cancer risk but not prognosis in
the Czech population. As the data on genetic background of 
pancreatic cancer are inconsistent worldwide, further research 
is needed to find factors contributing to pancreatic cancer
development and progression.
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a b s t r a c t
In the first case-control study on pancreatic cancer conducted on 253 cases and 403 controls in the
Czech Republic we observed that the GSTP1-codon 105 Val variant allele and the GSTT1-null genotype
were associated with an elevated risk for pancreatic cancer (OR = 1.38; 95%CI = 0.96–1.97 and OR = 1.56;
95%CI = 0.93–2.61, respectively). Combination of GSTT1-null and GSTP1-codon 105 Val variants further
increased the risk for pancreatic cancer (OR = 2.50; 95%CI = 1.20–5.20). In conclusion, this study suggests
population-specific associations of polymorphisms in key biotransformation genes with elevated risk for
pancreatic cancer.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
The incidence of pancreatic cancer (ICD-10: C25) in the Czech
Republic reached a total of 15.4 cases per 100,000 inhabitants in
2005 [1]. The majority of these cases are clinically silent until symp-
toms arise, such as dyspepsia, weight loss, epigastric pain radiating
into the back, and jaundice. Despite significant efforts in therapy,
the 5-year survival rate does not surpass 5% [2]. Pancreatic cancer
rarely occurs in the young population. Most often it affects individu-
als between 45 and 85 years of age. Because of its growing incidence
and high fatality rate, there is a strong need to identify risk factors
that contribute to the onset of the disease. Approximately 4–16% of
pancreatic cancers are attributed to a genetic predisposition (famil-
ial cases) due to germ-line mutations in highly penetrant genes [3].
These mutations involve genes contributing to the regulation of
the cell cycle, tumor-suppressor genes as well as proto-oncogenes,
such as BRCA1/2 or CDKN2A, CDKN2B, etc. Nevertheless, the major-
ity of pancreatic cancer cases occur in individuals without a prior
family history (sporadic cases). Published risk factors include age,
sex, diabetes, obesity, history of chronic pancreatitis, diet rich in
∗ Corresponding author. Tel.: +420 267082711; fax: +420 267311236.
E-mail address: psoucek@szu.cz (P. Soucek).
fat, tobacco, and infection by Helicobacter pylori [4,5]. Metabolism
of environmentally important contaminants (both activation of
pre-carcinogens and detoxification of carcinogens) may present an
important susceptibility factor as well. Polymorphisms in genet-
ically variable xenobiotic-metabolizing enzymes may modify the
risk for carcinogenesis [6].
Glutathione S-transferases (GST, EC 2.5.1.18) GSTM1 (OMIM:
138350), GSTP1 (OMIM: 134660) and GSTT1 (OMIM: 600436) are
frequently studied in molecular epidemiology of cancer. Large
genomic deletions of GSTM1 and GSTT1 (null genotype) pro-
duce a complete lack of enzyme activities. GSTP1 polymorphism
(Ile105Val, rs1695) generates an enzyme with different heat sta-
bility and substrate affinity [7]. GSTP1 variants confer a possibly
protective effect against pancreatic cancer in older individuals
and a significant survival advantage in patients who received 5-
fluorouracil [8]. Results of Ferraz et al. suggested that GSTT1 and
GSTP1 could play a role in the occurrence of TP53 mutations in
colorectal cancer [9]. An interaction was reported between XRCC1
(OMIM: 194360; Arg399Gln, rs25487) and GSTT1/GSTM1-null/null
[10], and between GSTT1-null and cigarette smoking, which was
more prominent among women than among men with pancreatic
cancer [11].
In this study we evaluated whether GSTM1, GSTP1 and GSTT1
polymorphisms influence the risk for pancreatic cancer in a case-
control study conducted in the Czech Republic, in a central
1383-5718/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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European, predominantly Slavonic population. Special attention
was paid to the effect of gene combinations, age, sex, and smoking
status.
2. Patients and methods
2.1. Study population
The association between pancreatic cancer risk and genetic polymorphisms was
investigated in a case-control study. A total of 768 participants were recruited in the
period between September 2004 and February 2008. Cases were incident pancreatic
cancer patients from five oncology and surgery departments in Prague. Pancreatic
cancer diagnosis was periodically reconfirmed. Patients were eligible for the study
when they fulfilled at least one of the following criteria: (a) histologically or cyto-
logically confirmed pancreatic adenocarcinoma or (b) at least three of the clinical
signs of pancreatic cancer (ERCP, EUS with FNAB, mass on CT or MRI, weight loss,
anorexia/cachexia, obstructive jaundice). Among cases, there were 136 patients with
histological verification and 117 patients with clinically verified diagnosis. Thirty-
eight other patients (potential cases) were excluded from the study due to other
than pancreatic cancer diagnosis (15 individuals with pancreatitis and 23 individu-
als with other diagnoses). Seven further cases were excluded as variables needed for
the analysis (such as age) were not available to the investigators. Randomly selected
controls were healthy individuals from two independent groups: 179 healthy sub-
jects recruited by general practitioners in Prague during the same period as the case
recruitment, and 224 blood donors from two centers, in Prague and Pribram. Con-
trols had a similar sex and age distribution as cases. Personal data were collected
by face-to-face interview using a structured questionnaire (data such as short occu-
pational history, smoking habits, education, reproductive history and nutritional
information). In addition, clinical data were collected from medical records (date
of diagnosis, stage, grade and histology where available). Sixty-seven controls were
excluded because variables needed for the analysis were missing. At the end of study
period we had 253 cases and 403 controls included into the study, for whom blood
samples and filled questionnaires were available. Written informed consent to par-
ticipate in the study was obtained from all participants. The study was approved
by the Ethical Committee of the 1st Medical Faculty of Charles University, Prague,
Czech Republic.
2.2. Genotyping
Blood was collected during diagnostic procedures using tubes with K3EDTA
anticoagulant. DNA was isolated from lymphocytes using the phenol/chloroform
extraction method as described earlier [12]. The GSTP1-codon 105 polymorphism
was assayed by use of allelic discrimination with the TaqMan Drug Metabolism
Genotyping Assay (rs1695, kit no.: C 3237198 20, Applied Biosystems, Foster City,
CA) with real-time PCR in RotorGene 6000 (Corbett Research, Brisbane, Australia).
Determination was performed according to instructions provided by the manu-
facturer (Applied Biosystems). Deletion polymorphisms in GSTM1 and GSTT1 were
assessed by allele-specific multiplex PCR [13]. Quality control was performed
by reanalysis of 10% randomly selected samples. Results were fully concordant.
Oligonucleotide primers for GSTM1 and GSTT1 analyses were synthesized by Generi
Biotech (Hradec Kralove, Czech Republic). Genotyping could not be done on all sub-
jects: data on GSTM1 were available for 253 cases and 403 controls, on GSTP1 for 253
cases and 402 controls, and on GSTT1 for 244 cases and 347 controls. Unsuccessful
genotyping of GSTT1 was caused by inadequate quality or quantity of DNA (lack of
control PCR product).
2.3. Statistical analysis
Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) for examining the association
between genetic factors and cancer risk were estimated by logistic regression. Age,
sex, smoking status (current smoker, past smoker, never smoker) and education
(primary or less, vocational, secondary, higher) were used as potential confound-
ing factors or effect modifiers (interaction term used in the regression model) in
adjusted analysis. Potential gene–gene interactions were tested in a further step.
The likelihood-ratio test was used to test the significance of the main effects, poten-
tial effect modifications and gene–gene interactions. For each analysis (depending
on the genetic variable/s used) the maximal dataset was used, including all available
data were used. A two-sided p < 0.05 would be considered significant. All analyses
were conducted with Stata 10 software (Stata Corp, TX, USA).
3. Results
There were 253 cases and 403 controls aged 25 years and older
in the dataset (age range 25–87 years). The main characteristics
of the study population are presented in Table 1. There were no
significant differences in age and sex distribution between cases
and controls.
The GSTP1-codon 105 Val allele and the GSTT1-null geno-
type were associated with increased pancreatic cancer risk in
unadjusted analyses (results not shown). Because no statistically
significant heterogeneity was found, both control groups were
pooled together for further analysis. In Table 2 the results are given
for all subjects and for younger and older individuals separately.
While the interaction between genotypes and age was not signif-
icant (p-values 0.15, 0.61 and 0.99 for age interaction with GSTP1,
GSTT1 and GSTM1, respectively), the magnitude of the effect seems
to differ by age. In particular, the effect of the combination GSTT1-
GSTP1 seems to differ per age group, being stronger in subjects
younger than 50 years (however, the p-value for interaction with
age is 0.47). In addition, it seems possible that the effect of GSTT1-
GSTP1 among individuals younger than 50 years differs by sex:
the odds ratio (OR) for null-Ile/Val or null-Val/Val combination vs.
present-Ile/Ile combination is 2.35 in men and 7.36 in women, but
the numbers are small and neither the main effects nor the interac-
tion are statistically significant (results not shown). No statistically
significant interaction of the studied polymorphisms with smoking
was found (while the main effect of smoking was borderline signif-
icant with an OR between 1.4 and 1.7 depending on genotype used
Table 1
Descriptive characteristics of the study groups.
Characteristics Total Cases Controls P-value*
N (%) N (%) N (%)
Age <40 years 114 (17.4) 40 (15.9) 74 (18.3) <0.001
40–50 126 (19.2) 22 (8.7) 104 (25.7)
50–60 173 (26.4) 48 (19.1) 125 (30.9)
60–70 149 (22.7) 86 (34.1) 63 (15.6)
70–80 68 (10.4) 44 (17.5) 24 (5.9)
80+ 26 (4.0) 12 (4.8) 14 (3.5)
Sex Men 410 (61.6) 156 (61.9) 254 (62.9) 0.85
Women 246 (38.4) 96 (38.1) 150 (37.1)
Smoking status Never 244 (37.2) 83 (32.9) 161 (39.9) <0.001
Past smoker 193 (29.4) 71 (28.2) 122 (30.2)
Current smoker 171 (26.1) 57 (22.6) 114 (28.2)
Status unknown 48 (7.3) 41 (16.3) 7 (1.7)
Education Primary or less 111 (15.2) 63 (24.2) 48 (10.2) <0.001
Vocational 225 (30.8) 70 (26.9) 155 (33.0)
Secondary 260 (35.6) 69 (26.5) 191 (40.6)
Higher 112 (15.3) 42 (16.2) 70 (14.9)
Unknown 22 (3.0) 16 (6.2) 6 (1.3)
* Chi-square test for the association between exposure and outcome.
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Table 2
Glutathione S-transferases and age interaction in pancreatic cancer (only subjects with complete data).
Gene/genotype Cases, N (%) Controls, N (%) All subjects <50 years ≥50 years
OR (95%CI)a N OR (95%CI)a N OR (95%CI)a
GSTM1
Present 115 (45.5) 188 (46.7) 1.00 (reference) 114 1.00 (reference) 189 1.00 (reference)
Null 138 (54.6) 215 (53.4) 0.92 (0.64–1.31) 125 0.85 (0.39–1.89) 228 0.90 (0.59–1.36)
N total 253 403
GSTT1
Present 199 (81.6) 308 (88.8) 1.00 (reference) 181 1.00 (reference) 326 1.00 (reference)
Null 45 (18.4) 39 (11.2) 1.56 (0.93–2.61) 27 1.13 (0.33–3.93) 57 1.66 (0.91–3.04)
N totalb 244 347
GSTP1-codon 105
Ile/Ile 100 (39.5) 192 (47.8) 1.00 (reference) 116 1.00 (reference) 176 1.00 (reference)
Ile/Val or Val/Val 153 (60.5) 210 (52.2) 1.38 (0.96–1.97) 123 3.09 (1.25–7.63) 240 1.23 (0.81–1.87)
N totalb 253 402
GSTT1-GSTP1 interaction
Present-Ile/Ile 76 (31.3) 146 (42.1) 1.00 (reference) 89 1.00 (reference) 133 1.00 (reference)
Null-Ile/Ile 18 (7.4) 21 (6.0) 1.46 (0.97–2.18) 13 0.77 (0.10–5.67) 26 1.69 (0.69–4.13)
Present-Ile/Val or Val/Val 123 (50.6) 162 (46.7) 1.46 (0.69–3.12) 92 3.00 (1.15–7.82) 193 1.31 (0.81–2.09)
Null-Ile/Val or Val/Val 26 (10.7) 18 (5.2) 2.50 (1.20–5.20) 14 4.40 (0.79–24.7) 30 2.21 (0.95–5.15)
N totalb 243 347
a Adjusted for age, sex, smoking status and education.
b Missing genotypes due to inadequate quality or quantity of DNA.
in the analysis). When adjusted for education, the results remained
virtually unchanged.
4. Discussion
Pancreatic cancer has typically a poor prognosis and a very high
mortality. The etiology and molecular pathogenesis of this cancer
are still poorly understood. Besides alterations of high-penetrance
genes, interaction of environmental factors with low-penetrance
genes is suspected to contribute to the onset of pancreatic cancer.
We aimed to investigate the contribution of well-characterized and
functionally relevant polymorphisms in GSTM1, GSTP1 and GSTT1 to
susceptibility to pancreatic cancer. To this end, a case-control study
was conducted among a central-European population with one of
the highest incidences of this type of cancer in the western world.
Age and smoking, the published strong risk factors for pancreatic
cancer [14,15] were followed as possible interacting factors.
Although the GSTM1-null genotype is a suspected risk factor
in lung cancer [16], according to our results it is unlikely that it
influences the risk for pancreatic cancer. Our observation is in con-
cordance with previously published studies [8,10,17].
We observed that the GSTP1-codon 105 Val variant allele was
associated with elevated pancreatic cancer risk (3.09-fold) in indi-
viduals younger than 50 years of age. Our study supports the
previously proposed role of GSTP1 polymorphism in pancreatic
pathogenesis [8]. However, Jiao et al. suggested that individuals
aged 62 years or older who carried the GSTP1*C (codon 105 Val-
codon 114 Val)-containing genotype tended to have a reduced
risk compared with younger individuals who carried the non-
*C genotype (OR = 0.54, CI = 0.29–1.02, ref. [8]). Thus, there is a
clear discrepancy between both studies: we found an associa-
tion of GSTP1-codon 105 with pancreatic cancer risk in individuals
younger than 50 years, but Jiao et al. found association in individ-
uals aged 62 or older. Both observations may be result of small
sample sizes, effect of other genes and/or genotypes not analyzed
in these studies, or a different study design.
We found that the GSTT1-null genotype was associated with an
increased risk for pancreatic cancer (1.56-fold, non-significant) in
the adjusted analyses. This effect was evident in individuals aged
50 or older (1.66-fold, non-significant) but not in younger sub-
jects. The first study of this kind found no association of GSTT1-null
with pancreatic cancer [17]. However, Duell et al. suggested that
the combination of heavy smoking and a deletion polymorphism
in GSTT1 is associated with an increased risk for pancreatic can-
cer among Caucasians, with the association possibly being stronger
in women than in men [11]. In our study, smoking did not inter-
act with any of the genes studied, both in adjusted and stratified
analyses.
The combination of GSTT1 and GSTP1 had a multiplicative effect
on the risk for pancreatic cancer, the association being significant
when all subjects were analyzed together (OR, 2.5). There is no
statistical evidence for a departure from multiplicativity of the
association (p-value 0.76 for gene–gene interaction).
Our study has a limitation in the fact that although our time for
data collection was long, the sample size is still relatively small.
The power of the study for gene–gene interactions and strati-
fied analyses was low and it can be assumed that the probability
of chance findings in these analyses was quite high. It is essen-
tial to use multi-centric design in the future to collect data on
large numbers of cases for such analysis. Among other limitations,
the presumed genetic variability and phenotypic heterogeneity of
tumors in patient populations should be mentioned. A study of a
homogeneous (at least pathologically) population of patients is,
however, almost impossible due to the difficulties with recruit-
ment of pancreatic cancer cases with a rather short survival and
poor performance status. Additionally, in inoperable patients (the
majority in pancreatic cancer) the verification of diagnosis is com-
plicated by the lack of a pathological specimen. In our study, familial
cases based on family history were not distinguished from sporadic
cases. However, due to the fact that familial pancreatic cancer is
very rare, it is unlikely that the unknown hereditary genetic back-
ground of patients would have had a high impact on the study
findings.
To our knowledge we here present the first study that evaluates
the role of GST polymorphisms in pancreatic cancer in a Slavonic
population. Conflicting results in comparison with few published
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data warrant further research and similar studies in related popu-
lations of Caucasian origin.
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Pancreatic carcinoma is the fourth leading cause of cancer-related
deaths in the Czech Republic, with only a minimum of patients
surviving 5 years. The aetiology and molecular pathogenesis are
still weakly understood. TP53 has a fundamental role in cell cycle
and apoptosis and is frequently mutated in solid tumours, including
pancreatic cancer. Based on the assumption that genetic variation
may affect susceptibility to cancer development, the role of TP53
polymorphisms in modulating the risk of pancreatic cancer may be
of major importance. We investigated four selected polymorphisms
in TP53 (rs17878362:A1>A2, rs1042522:G>C, rs12947788:C>Tand
rs17884306:G>A) in association with pancreatic cancer risk in
a case–control study, including 240 cases and controls (for a total
of 1827 individuals) from the Czech Republic. Carriers of the var-
iant C allele of rs1042522 polymorphism were at an increased risk
of pancreatic cancer [odds ratio (OR) 1.73; 95% confidence inter-
val (CI) 1.26–2.39; P 5 0.001]. Haplotype analysis showed that in
comparison with the most common haplotype (A1GCG), the
A2CCG haplotype was associated with an increased risk (OR
1.39; 95% CI 1.02–1.88; P5 0.034) and the A1CCG with a reduced
risk (OR 0.30; 95% CI 0.12–0.76; P5 0.011) for this cancer. These
results reflect previous findings of a recent association study, where
haplotypes constructed on the same TP53 variants were associated
with colorectal cancer risk [Polakova et al. (2009) Genotype and
haplotype analysis of cell cycle genes in sporadic colorectal cancer
in the Czech Republic. Hum.Mutat., 30, 661–668.]. Genetic variation
in TP53 may contribute, alone or in concert with other risk factors,
to modify the inherited susceptibility to pancreatic cancer, as well as
to other gastrointestinal cancers.
Introduction
Pancreatic cancer (International Classification of Diseases for Oncology-
10: C25; Online Mendelian Inheritance in Man: 260350) is one of the
most common malignancies of the gastrointestinal tract (1). More than
230 000 cases are diagnosed worldwide annually, mainly in developed
countries and with a slight male predominance (2). This cancer is among
the most fatal cancers with a 5 year survival rate of 6% (3).
Pancreatic cancer is a complex disease, with both genetic and en-
vironmental factors contributing to its aetiology. A number of risk
factors such as smoking, diabetes and chronic pancreatitis have been
identified in case–control and cohort studies, whereas the role of other
factors remains to be elucidated (4).
The observed familial aggregation of the disease is evidence of
a genetic component in pancreatic cancer (5,6): up to 10% of patients
report a family history of pancreatic cancer (7). It is generally ac-
cepted that, as is the case of other complex diseases, more common
genetic variants with modest effects on the risk of pancreatic cancer
may play an important role in both familial and sporadic forms of this
disease, either individually or in combination with environmental
factors. The relatively high frequency of such variants may be an
additional reason to potentially explain a substantial proportion of
disease risk. Recently, Milne et al. (4) reviewed the findings from
genetic association studies on the risk of pancreatic cancer but at
present, results are still inconclusive, mainly due to the small study
size and the selection of candidate genes.
TP53 (Online Mendelian Inheritance in Man: 191170) is a key
player in stress responses that preserve genomic stability, responding
to a variety of insults, including DNA damage, hypoxia, metabolic
stress and oncogene activation (8). TP53 also interacts with numerous
cellular proteins, including several in the control programmed cell
death. Above molecular interactions might contribute to its inhibitory
role in the tumorigenesis. TP53 is frequently mutated in various solid
tumours, including colorectal and pancreatic cancer, and these muta-
tions result in the absence or dysfunction of the p53 protein (9). This
tumour suppressor gene is also polymorphic; so far, .200 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been identified (http:
//p53.free.fr). In contrast to tumour-associated mutations, most of
these SNPs are unlikely to have biological effects. Owing to the
importance of TP53 in tumour suppression, the SNPs that may alter
p53 function might affect cancer risk, progression and/or response to
treatment (8). However, the role of polymorphisms in this gene has
not yet been fully investigated for pancreatic cancer susceptibility.
Previously, we have studied the effect of TP53 common variants on
colorectal cancer (CRC) risk in a case–control study in the Czech
Republic and we have observed a differential distribution of major
haplotypes between cases and controls, suggesting that prevalent hap-
lotypes within the TP53 gene may modulate CRC risk (10). In the
present study, we carried out a hospital-based case–control study to
evaluate the association of the same polymorphisms within TP53 gene
with the risk of pancreatic cancer. Due to the important role of TP53
in tumourigenesis, we also aimed to investigate whether specific hap-
lotypes within this gene may impact the cancer development risk, not
only for CRC but also for pancreatic cancer.
Materials and methods
Subjects
A total of 1827 controls and 240 cases were included in the present study. Both
cases and cancer-free controls were of Czech Caucasian origin, recruited be-
tween September 2004 and February 2008.
Cases were newly diagnosed patients attending five oncology and surgery
departments providing specialized health care for pancreatic cancer within the
Central Bohemia region and Prague. Therefore, reasonably, all incident cases
occurring in the studied area were included in the time period. They represent
both the urban and the rural Czech population. Pancreatic cancer diagnosis in
patients was periodically reconfirmed both histologically and clinically (as de-
scribed in refs 11 and 12). From the original set of 278 cases with clinical sign of
pancreatic cancer, 38 patients were excluded due to other diagnosis (15 pancrea-
titis and 23 other diagnosis) during follow-up, leaving 240 cases in the study.
Clinical–pathological data on patients were collected from their medical records
(date of diagnosis, stage, grade and histology where available). Since a positive
family history of pancreatic cancer is recognized being among risk factors for this
cancer, we have investigated this parameter in our population. Of the studied cases,
only two individuals, aged 56 and 74 years, presented one relative with a pancre-
atic cancer history. However, it has been estimated that a hereditary component
may contribute only to 5–10% of the total pancreatic cancer cases (13).
Abbreviations: CI, confidence interval; CRC, colorectal cancer; LD, linkage
disequilibrium; OR, odds ratio; SNPs, single nucleotide polymorphisms.
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For the control group, we included cancer-free subjects previously recruited
for CRC studies. This group consists of 611 individuals admitted to five large
gastroenterological departments (Prague, Brno, Jihlava, Liberec and Pribram),
which represent rural as well as urban regions all over the Czech Republic
during time period of case sampling. Details of the recruitment procedure were
described elsewhere (10,14). These subjects underwent colonoscopy for vari-
ous gastrointestinal complaints. Due to the high incidence of CRC in the Czech
Republic, colonoscopy is largely recommended and practiced. Besides CRC
malignancy and idiopathic bowel diseases, the medical examination excluded
the presence of other apparent cancers. To reduce selection bias, only those
subjects with no previous malignant diagnosis were included in the study.
In addition to subjects with negative colonoscopy, we have collected healthy
individuals from voluntary blood donors. All individuals (n5 1216) were subject
to standard examinations to verify their health status for blood donation (details
provided in ref. 12). Also, for this group, a medical examination could exclude
the presence of any apparent malignancy. The sample collection was performed
at the same time as that of the other two study groups described previously.
Basic epidemiological data on all participants were collected from a face-to-
face questionnaire survey (personal and family history, short occupational
history, smoking and drinking history, history of physical activity, reproductive
history and nutritional information). All participants were informed and gave
their written consent to participate in the study. The design of the study was
approved by the Ethical Committee of the First Faculty of Medicine, Charles
University in Prague, Czech Republic, and by the Ethical Committee of the
Institute of Experimental Medicine, Prague, Czech Republic.
Selection of polymorphisms
The polymorphisms within the TP53 gene were selected using a tag-SNP
approach (as described in ref. 10). Phased SNP data set was obtained from
the SNP500 cancer project (http://snp500cancer.nci.nih.gov), where 19 SNPs
with minor allele frequency .5% have been genotyped in .30 Caucasians.
Phased haplotypes were analysed with Haploview software [http://www.broad
.mit.edu/mpg/haploview; (15)]. Using the ‘four gamete rule’, the TP53 locus
showed two blocks of linkage disequilibrium (LD): one spanning more than
half of the first intron and the other encompassing all the remaining parts of the
gene. We focused on the latter LD block as it contains all the exons where
usually somatic mutations are induced in cancers. Thus, we analysed the SNPs
from rs8079544 (located at the end of the intron 1) to rs35659787 (located at
the beginning of the 3#-untranslated region), for a total of 12 SNPs. Setting the
minor allele frequency at 0.03 with a R2 threshold at 0.7, three tag SNPs were
obtained that included rs1042522:G.C (Ex4þ119 G.C, Arg72Pro),
rs12947788:C.T (IVS7þ72 C.T) and rs17884306:G.A (Ex11-363
G.A). In the study, we also included the 16 bp insertion/deletion polymor-
phism within the intron 3 (rs17878362:A1.A2, PIN3, Ins11951_11966, in
which the A2 allele carries the 16 bp insertion within the intron 3), as it is
one of the most frequently analysed in association with cancer risk.
DNA isolation and genotyping
Blood was collected during diagnostic procedures using tubes with K3EDTA
anticoagulant. Genomic DNA was extracted from peripheral lymphocytes us-
ing a BioSprint 15 DNA Blood Kit (Qiagen, Valencia, CA) by KingFisher mL
automated system (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland) according
to the procedure supplied by the manufacturer.
The polymorphisms in the TP53 gene were genotyped by polymerase chain
reaction–restriction fragment length polymorphism as described in ref. 10.
The genotype screening was performed simultaneously for cases and controls.
The results were regularly confirmed by random re-genotyping of .10% of the
samples for each polymorphism, which yielded concordant results. The geno-
types with ambiguous and/or no results were excluded from the data set (the
genotype completion rate was 99%).
Statistical analyses
Statistical calculations were performed using SPSS v13.0 for Windows (Chicago,
IL). Genotype distribution for each polymorphism was tested for Hardy–
Weinberg equilibrium in controls and differences in expected and observed
frequencies were tested for statistical significance by Pearson chi-square test.
Differences in baseline socio-demographic characteristics between cases and
controls were analysed using chi-square test and Student’s t-test. Bivariate
logistic regression was used to examine the association between variant alleles,
genotypes and risk of pancreatic cancers. Odds ratio (OR), 95% confidence
interval (CI) and P-values calculated for risk-associated genotypes and variant
alleles were adjusted for age and gender, smoking habit and body mass index.
The haplotype frequencies in cases and controls and the haplotypes carried by
each individual (diplotype) were estimated with the FastPHASE v1.2.3 soft-
ware module using the algorithm developed by Stephens et al. (16,17). The
analysis was carried out to examine the phase of TP53 polymorphisms using
the expectation–maximization algorithm to generate maximum likelihood es-
timates of haplotype frequencies. Relationships between genotype/haplotypes
and the disease risk were summarized as global P-values. LD was calculated
with free software available at http://www.oege.org/software/cubex/ (18).
Results
Study population
The overall study population included 240 pancreatic cases and 1827
controls. The distribution of the considered covariates did not differ
between the patients and the controls for gender, but there was a sig-
nificant difference in age distribution. For this reason, a subset of 743
controls was randomly selected by frequency matching in a ratio 3:1
by 5 year age with cases. Details of cases and matched controls are
shown in Table I. The same statistical analysis was applied consider-
ing the whole control group and the matched controls.
Allelic and genotype frequencies
The distribution of genotypes within the TP53 gene in the controls
(both whole controls and frequency-matched controls) was in agree-
ment with the Hardy–Weinberg equilibrium. Table II shows the allelic
and genotype frequencies for each TP53 investigated common var-
iants. The results of unconditional logistic regression showed a signif-
icant difference between cases and matched controls in the allelic and
genotype frequencies for rs1042522:G.C polymorphism. In particu-
lar, carriers of the heterozygous genotype and carriers of the C allele
were at an increased risk of developing pancreatic cancer (OR 1.73;
95% CI 1.26–2.39; P 5 0.001). Similar results were observed also
when cases were compared with the whole control group (data not
shown).
Haplotype/diplotype analyses
The analysis of LD for the four loci in the TP53 gene is shown in
Figure 1. Of the 16 possible haplotypes, 10 were detected in the
matched controls and 8 in the cases. In comparison with the most
common haplotype including only common alleles (A1GCG), the
A2CCG haplotype was associated with a statistically significant in-
creased risk of pancreatic cancer (OR 1.39; 95% CI 1.02–1.88; P 5
0.034). On the other hand, a less frequent haplotype (A2GCG) was
associated with a significant decreased risk (OR 0.30; 95% CI 0.12–
0.76; P 5 0.011; Table III).
Similar results were observed when the haplotype distribution was
analysed between pancreatic cancer cases and the whole control group
(A2CCG versus A1GCG: OR 1.34; 95% CI 1.02–1.77; P5 0.035 and
A2GCG versus A1GCG: OR 0.36; 95% CI 0.15–0.90; P 5 0.028).
Table I. Characteristics of the study population
Controlsa
(n 5 743)
Cases
(n 5 240)
P
Age at diagnosis (years)
Mean ± SD 60.5 ± 10.7 62.2 ± 10.4 0.03
Range 32–85 31–84
Gender (%)
Females 319 (42.9) 92 (38.3) 0.23
Males 424 (57.1) 148 (61.7)
BMI (%)
,18.5 1 (0.2) 10 (5.5) ,0.001
18.5–25 176 (29.8) 90 (49.7)
25–30 269 (45.6) 56 (30.9)
30–35 115 (19.5) 17 (9.4)
35–40 24 (4.1) 6 (3.3)
.40 5 (0.8) 2 (1.1)
Smoking habit (%)
Non-smokers 311 (52.3) 72 (36.7) ,0.001
Former smokers (.10 years) 121 (20.3) 35 (17.9)
Former smokers (,10 years) 29 (4.9) 30 (15.3)
Smokers 134 (22.5) 59 (30.1)
BMI, body mass index.
aHereby are reported only data about the matched control group.
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In this case, also the A1CCG haplotype was associated with an in-
creased risk of cancer (OR 1.58; 95% CI 1.13–2.21; P 5 0.008; data
not shown).
The difference in distribution of the TP53 haplotypes between
cases and controls was statistically significant only when all the con-
trols were included in the study (global P-value for the haplotype
effect was 0.042), whereas for the matched controls global P-value
for the haplotype effect was 0.073.
The main associations observed in the haplotype analysis have also
remained in the diplotype analyses (Table III). In particular, we ob-
served that carriers of at least one A2CCG haplotype were at moderate
increased risk for pancreatic cancer in comparison with the individu-
als carrying the homozygous A1GCG/A1GCG diplotype. On the other
hand, carriers of at least one A2GCG haplotype showed a decreased
risk for pancreatic cancer when compared with the referent diplotype
including the most common haplotype.
Table II. Distribution of TP53 genotypes and results of binary logistic regression analysisa
TP53 genotypes Controls (n 5 743)b Cases (n 5 240)b OR 95% CI P-value chi-square and P-values Hardy–Weinberg equilibriumc
rs17878362:A1.A2
d
A1A1 524 165 1.00 — 0.83 2.77, 0.25
A1A2 207 70 1.02 0.72–1.44
A2A2 12 5 1.66 0.54–5.05
A1A2 þ A2A2 219 75 1.05 0.75–1.47 0.78
A1-allele 1255 400 1.00 —
A2-allele 231 80 1.09 0.82–1.43 0.56
rs1042522:G.C
GG 369 88 1.00 — <0.001 0.72, 0.70
GC 316 131 1.79 1.29–2.49
CC 58 19 1.43 0.78–2.62
GC þ CC 374 150 1.73 1.26–2.39 0.001
G-allele 1054 307 1.00 —
C-allele 432 169 1.34 1.08–1.67 0.008
rs12947788:C.T
CC 657 212 1.00 — 0.97 0.11, 0.95
CT 82 26 1.08 0.66–1.78
TT 2 1 0.38 0.01–14.49
CT þ TT 84 27 1.06 0.64–1.73 0.83
C-allele 1396 450 1.00 —
T-allele 86 28 1.01 0.65–1.57 1
rs17884306:G.A
GG 649 211 1.00 — 0.67 0.26, 0.88
GA 87 26 0.98 0.59–1.61
AA 2 0 — —
GA þ AA 89 26 0.97 0.58–1.60 0.89
G-allele 1385 448 1.00 —
A-allele 91 226 0.88 0.56–1.38 0.59
BMI, body mass index.
Significant P-values are in bold.
aAdjusted for gender, age, BMI and smoking habit.
bNumbers may not add up to 100% of subjects due to genotyping failure. All samples that did not give a reliable result in the first round of genotyping were
resubmitted to up to three additional rounds of genotyping. Data points that were still not filled after this procedure were left blank.
cChi-square and P-values for the deviation of observed and the numbers expected from the Hardy–Weinberg equilibrium in the controls.
dAllele A2 carries the 16 bp insertion within the intron 3.
Fig. 1. Linkage disequilibrium jD#j (R2) between polymorphisms in the TP53 gene.
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Discussion
Pancreatic cancer typically has poor prognosis and very high mortal-
ity. The aetiology and molecular pathogenesis of this cancer are still
not clearly understood. The development of pancreatic cancer appears
as a multifactorial process with a recognized role of alterations in the
cascade of genes regulating cellular proliferation control and apopto-
sis. The aim of the present study was to determine the role of common
variants and relative haplotypes in the TP53 gene in relation to pan-
creatic cancer susceptibility in the Czech population.
The genotype analysis showed that the carriers of heterozygous
genotype (in the dominant model) and the carriers of C allele (in the
codominat model) for rs1042522:G.C were associated with an in-
creased risk of pancreatic cancer. The putative functional effects of
several polymorphisms in the TP53 gene may influence cancer sus-
ceptibility. The majority of studies have investigated the TP53
rs1042522:G.C because of its functional relevance due to a weaker
in vitro affinity of the protein with the common G allele for several
transcription-activating factors (19). Apparently, the TP53 Arg72 form
(related to the G allele) induces apoptosis more efficiently than the Pro72
form (20). The functional significance of the 16 bp ins/del in intron 3 of
the rs17878362:A1.A2 polymorphism remains unclear. The intronic
sequences in TP53 have been implicated in the regulation of gene ex-
pression and in DNA–protein interactions (19,21). Insufficient informa-
tion is available for TP53 polymorphisms in intron 7 and exon 11
(10,22,23). Results from previous studies based on association between
the most investigated TP53 polymorphisms and the risk of cancer have
been mainly inconsistent (8). Several studies have reported an associa-
tion between the 72Pro allele and an increased risk for various cancers,
including those in thyroid (24), nasopharyngeal (25,26) and urogenital
region (26,27). However, the associations of this polymorphism with
cancer are often conflicting since the carriers of the TP53 Arg72 allele
have also been found at an increased risk for gastric (28), oesophagus
(29) and bladder cancer (30). These discrepancies may arise either from
the design of the study or from the differences in allele frequencies
between ethnic groups, staging of the malignancy and sample size.
However, to the best of our knowledge, this is the first association study
exploring the role of TP53 common variants and pancreatic cancer risk.
Interestingly, we found that haplotypes based on the four TP53 poly-
morphisms (loci in the order: rs17878362:A1.A2, rs1042522:G.C,
rs12947788:C.T, rs17884306:G.A) showed a moderate differential
distribution between cases and controls. In particular, one of the most
frequent haplotypes (A2CCG) was more common in cases than con-
trols. The A2CCG haplotype when compared with the most common
haplotype A1GCG was associated with a statistically significant in-
creased risk of pancreatic cancer. This outcome appears logical if
considering the results observed in the genotype analysis for the in-
dividual rs1042522:G.C polymorphism. Another less frequent hap-
lotype, A2GCG, was associated with a decreased risk. However,
a similar plausible explanation for the less frequent protective haplo-
types is precluded by the relatively low numbers of observations.
However, the above reported haplotype associations were confirmed
also by diplotype analysis.
The analysis of haplotypes represents a much more powerful ap-
proach than only analysing individual polymorphisms. Assignment of
alleles to chromosomes/haplotypes provides important information on
recombination (physical exchange of DNA during meiosis), vital for
locating disease-causing mutations by linkage methods. Interestingly,
a similar significantly different distribution of the TP53 haplotypes
found in the present study was also observed in a previous association
study investigating the role of the same variants on the CRC risk, in
a population of cases and controls from the Czech Republic (10). The
same TP53 haplotypes modulated significantly both colon and rectal
cancer risk, suggesting a general mechanism in the genesis of these
cancers. It is possible that the haplotypes within the TP53 gene along
with SNPs in other genes in the p53 pathway may impact the de-
velopment not only for pancreatic cancer and CRC but also other
cancers and in particular those involved in the gastrointestinal tract.
In the current study, we managed not only to explore the suscepti-
bility to pancreatic cancer in relation to variation of the TP53 gene but
also to verify our previous results in a different and larger population
of controls. From the haplotype analyses, we observed that some of
the outcomes are fairly similar in both studies, either considering the
whole population of controls or restricting the analyses to the fre-
quency-matched controls. These results support what we have pre-
viously reported, limiting the risk of by-chance findings.
The selection of tagging SNPs was carried out by the help of an
extended tag-SNP analysis on the most relevant part of the gene, i.e.
from exon 2 to 3#-untranslated region, where almost all the somatic and
germline mutations are encountered. In this process, the genetic variabil-
ity in the first haplotype block was not captured. Following our approach,
we captured the most common Caucasian haplotypes, with R2 . 0.7 and
minor allele frequency . 0.03 and the tagging of TP53 was done with
the higher resolution than the majority of previously published studies.
With the exception of few recent studies where a large number of var-
iants were analysed (31–33), typically, most of the studies on genetic
variation in TP53 are based on the rs1042522:G.C and the haplotypes
constructed are based on only two or three polymorphisms (34–38).
As previously observed for the CRC study, the different distribution
of the TP53 haplotypes also in the pancreatic cancer cases and con-
trols may be due to a linkage of the disease to unknown functional
polymorphism within TP53 or in some neighbouring genes that could
Table III. Haplotype and diplotype distribution of the four investigated TP53 polymorphisms in pancreatic patients and control subjects
Haplotypea Controls (n)b Cases (n)b OR 95% CI P-valuec Diplotypea Controls (n) Cases (n) ORd 95% CI P-value
A1GCG 956 301 1.00 — — A1GCG/A1GCG 280 83 1.00 — —
A2CCG 167 73 1.39 1.02–1.88 0.034 A2CCG/any 158 69 1.47 1.01–2.14 0.05
A1CCG 131 47 1.14 0.80–1.63 0.474 A1CCG/any 125 45 1.21 0.80–1.85 0.38
A1CCA 72 26 1.15 0.72–1.83 0.565 A1CCA/any 70 28 1.25 0.75–2.09 0.42
A1CTG 54 23 1.35 0.82–2.24 0.241 A1CTG/any 53 23 1.46 0.85–2.53 0.19
A2GCG 53 5 0.30 0.12–0.76 0.011 A2GCG/any 50 5 0.34 0.13–0.87 0.02
A1GTG 24 3 0.40 0.12–1.33 0.134 A1GTG/any 24 3 0.42 0.12–1.44 0.23
A1GCA 16 0 — — 0.998 A1GCA/any 16 0 — — 0.03
e
A2CTG 8 2 0.79 0.17–3.76 0.771 A2CTG/any 8 2 0.84 0.18–4.05 1.00
A2GCA 3 0 — — 0.999 A2GCA/any 3 0 — — 1.00
Significant P-values are in bold.
aLoci: TP53 Ins11951_11966 (rs17878362:A1.A2. Allele A2 carries the 16 bp insertion within the intron 3). Ex4þ119G.C (rs1042522:G.C). IVS7þ72C.T
(rs12947788). Ex11-363G.A (rs17884306:G.A).
bn is the number of alleles. Because each individual has two alleles, the total number of alleles will be twice the total number of individuals. Individuals with
missing haplotyping data were not included in the analyses.
cGlobal P-value for haplotype effect calculated from v2 test: P 5 0.073.
dDue to a small number of homozygotes, ORs and 95% CIs are presented only for the dominant model.
eP-value for diplotype effect was calculated by using the exact test.
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carry putative functional variant(s) linked to the detected haplotypes.
This argument is supported by predictions of such associations and the
existence of large haplotype blocks within the human genome (39).
Moreover, the followed haplotypes represent the entire haplotype
block covering the DNA-binding domain of the TP53 gene, as poly-
morphisms selected in the study were based on a tagging approach.
The observed different modulating effect of the TP53 polymorphisms
within the analysed haplotypes probably also indicates that additional
polymorphism(s) may cause differential cancer risk, either directly or
through interaction with environmental effects.
Pancreatic cancer belongs to the least studied cancers, mainly due
to the difficulties with the recruitment of patients who are quite often
in very poor performance status and have rather short overall survival.
Indeed, the relatively small size of the analysed cases with pancreatic
cancer represents one of the main limitations of the present study.
However, apart from few a American investigations (40–42), where
authors often had to deal with the inclusion of different ethnicities, so
far association studies on pancreatic cancer risk and individual sus-
ceptibility are all based on limited cohorts of samples.
In conclusion, in our study conducted on a Czech population of
Caucasian origin, we report for the first time that haplotypes based on
four polymorphisms within the TP53 gene accounted for population-
based differences in pancreatic risk. Interestingly, one the most fre-
quent haplotypes, which was associated with an increased pancreatic
cancer risk, was also found to modulate CRC susceptibility (10). The
severity of pancreatic cancer and the difficulty to perform large sam-
ple size studies represent a challenge for a combined epidemiological
and biological approach in understanding the inherited individual
susceptibility to this cancer.
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CYP2A13, ADH1B, and ADH1C Gene Polymorphisms
and Pancreatic Cancer Risk
Beatrice Mohelnikova-Duchonova, MD,*Þ David Vrana, MD,*þ Ivana Holcatova, MD, PhD,§
Miroslav Ryska, MD, PhD,|| Zdenek Smerhovsky, MD, PhD,¶ and Pavel Soucek, PhD*
Objectives: Pancreatic carcinoma etiology and molecular pathogenesis
are weakly understood. Based on the assumption that genetic variation in
carcinogen metabolism further modifies the risk of exposure-related
cancers, we studied the association of polymorphisms in the tobacco
carcinogen-metabolizing gene CYP2A13 (Arg101Stop) and the alcohol-
metabolizing genes ADH1B (Arg48His) and ADH1C (Ile350Val ) with
pancreatic cancer risk.
Methods: Polymorphisms were studied by allelic discrimination.
Results: In a hospital-based case-control study, CYP2A13 variant al-
leles coding an inactive enzyme were found in 7 of 265 cancer-free
controls and in none of 235 pancreatic carcinoma patients. Neither
ADH1B or ADH1C polymorphisms alone nor their combinations
showed a significant effect on pancreatic cancer risk.
Conclusions: The first study of the roles of CYP2A13, ADH1B, and
ADH1C in pancreatic cancer etiology suggested that the controls may
have a lower ability to bioactivate tobacco-derived procarcinogens than
the cases.
Key Words: pancreas, cancer, polymorphism, CYP2A13, ADH1
(Pancreas 2010;39: 144Y148)
Pancreatic carcinoma (International Statistical Classificationof Diseases, 10th Revision; C25; OMIM, 260350) is the
fourth leading cause of cancer-related deaths in the Czech
Republic, with only a minimum number of patients surviving in
5 years.1,2 Contrary to the poor prognosis associated with this
disease, its etiology and molecular pathogenesis are still weakly
understood.
Tobacco smoke has been evaluated as a potential risk fac-
tor for pancreatic cancer, and a number of studies have also
suggested that ethanol, together with elements of cigarette smoke,
may act as a cocarcinogen and enhance tumor formation.3Y5 It
is assumed that genetic variation in carcinogen metabolism fur-
ther modifies the risk of exposure-related cancer.6
Tobacco carcinogens such as 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1-butanone (NNK) are metabolized in the human body
by cytochromes P450 (P450, EC 1.14.14.1). NNK induces lung
tumors in all laboratory animals tested and nasal cavity tu-
mors, pancreatic cancer, and liver tumors in rats.7,8 P450 2A13
was suggested as the most active enzyme in metabolic activa-
tion of NNK.9 The nonsense polymorphism, CYP2A13*1/*7
(rs72552266 and Arg101Stop), may be an important modifier of
tobacco-associated cancer risk because the truncated protein
lacks enzymatic activity.10
Ethanol metabolism in pancreatic acinar cells is mediated
by both the oxidative and the nonoxidative pathways.11Y13 The
oxidative pathway is particularly catalyzed by alcohol dehy-
drogenases (ADH, EC 1.1.1.1), aldehyde dehydrogenases
(ALDH, EC 1.2.1.5), and less by P450 2E1.14 Previous case-
control studies proved the association between the ADH1B*1
allele and an increased risk of esophageal cancer,15,16 and squa-
mous cell carcinoma of the head and neck.17 Slow metabolizers
(because of ADH1B*1) had also significantly increased the risk
of colorectal cancer in a Japanese population (odds ratio [OR],
1.32; 95% confidence interval [CI], 1.07Y1.63). Carriage of the
ADH1C*2/*2 genotype increased the risk of oral squamous
cell carcinoma in heavy (OR, 2.65; 95% CI, 1.08Y2.14) and
moderate (OR, 1.6; 95% CI, 1.15Y2.03) drinkers.18
The goal of this study was to explore whether polymor-
phisms in the genes of the principal tobacco- and ethanol-
metabolizing enzymes CYP2A13 (OMIM, 608055), ADH1B
(OMIM, 103720), and ADH1C (OMIM, 103730) modify sus-
ceptibility to pancreatic cancer. These associations were not
studied in pancreatic cancer etiology so far.
MATERIALS AND METHODS
Subjects
Both the cases and the cancer-free controls were of white
Czech origin recruited in the period between September 2004
and February 2008. A total of 630 participants were recruited
during the study period. All cases were incident pancreatic
cancer patients attending 5 oncology and surgery departments in
Prague and 1 in Pribram (central Bohemia). Pancreatic cancer
diagnosis in patients was periodically reconfirmed. Thirty-eight
patients were excluded because of a diagnosis other than pan-
creatic cancer (15, pancreatitis and 23, other diagnoses) found
during follow-up. As a result, 142 patients with a histologi-
cally verified diagnosis and 118 patients with a clinically veri-
fied diagnosis were included into the study. Twenty-five of
the verified cases were excluded because variables needed for
the analysis (such as age) were not available to investigators.
Clinical-pathological data on patients were collected from their
medical records (date of diagnosis, stage, grade, and histologic
diagnosis were available). The randomly selected controls were
332 healthy individuals from the same catchment areas as
the cases and consisted of 2 independent groups: cancer-free
subjects recruited during the 3 months after the recruitment of
the cases by general practitioners in Prague (179 controls) and
blood donors from 2 centers in Prague and Pribram (153 con-
trols). The controls were included into the study under the con-
dition that the difference in their age was not larger than 5 years
from cases recruited in the same period. No other selection
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criteria were applied to the recruitment of the controls. Basic
epidemiological data on all participants were collected from a
face-to-face questionnaire survey (personal and family history,
short occupational history, smoking and drinking history, his-
tory of physical activity, reproductive history, and nutritional
information). Sixty-seven controls were excluded because var-
iables needed for the analysis were missing. Blood samples of
235 cases and 265 controls were available in sufficient quality
for genotyping. All participants were informed and gave their
written consent to participate in the study. The design of the
study was approved by the ethical committee of the First Fac-
ulty of Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic.
DNA Isolation and Genotyping
Blood was collected during diagnostic procedures using
tubes with a K3EDTA anticoagulant. Genomic DNA was ex-
tracted from peripheral lymphocytes using a BioSprint 15 DNA
Blood kit (Qiagen, Valencia, Calif ) by KingFisher mL automated
system (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland) accord-
ing to the procedure supplied by the manufacturer. Polymor-
phisms in CYP2A13 (*1/*7, Arg101STOP), ADH1B (Arg48His,
rs1229984), and ADH1C (Ile350Val, rs698) were determined by
TaqMan Drug Metabolism Genotyping Assays (assay ID Nos.
C_30634006_10, C_2688467_20, and C_26457410_10, respec-
tively) obtained from Applied Biosystems (Foster City, Calif ).
Reaction mixtures for real-time polymerase chain reaction
(PCR) contained 5 KL of 2 TaqMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems) for CYP2A13 and ADH1C or 5 KL
AB Solute QPCR ROX Mix (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, Ill) for ADH1B, 0.25 KL of TaqMan drug metabolism
genotyping assays, and 4.75 KL of DNA template diluted to a
concentration of 0.7 ng/KL. Cycling parameters for CYP2A13
and ADH1C were initial denaturation at 95-C for 10 minutes,
followed by 55 cycles consisting of denaturation at 92-C for
15 seconds and annealing at 58-C for 90 seconds. The following
cycling conditions were used for ADH1B: initial denaturation
at 95-C for 15 minutes, followed by 50 cycles consisting of de-
naturation at 95-C for 15 seconds and annealing at 62-C for 60
seconds. The nontemplate control consisted of a reaction tube in
which water was used in place of DNA sample. Real-time PCR
was performed using the RotorGene 6000 (Corbett Research,
Sydney, Australia). Ten percent of the randomly selected samples
were reanalyzed with 100% concordance of the results.
Statistical Analysis
In the first round of analyses, the Hardy-Weinberg equi-
librium was assessed for the control group. The distribution of
genotypes did not significantly deviate from the equilibrium.
Then, we used the binary logistic regression to estimate the ORs,
the 95% CI for the OR, and the corresponding P values of the
different genotype frequencies among the pancreatic cancer and
the control groups, adjusting for the age at recruitment, sex,
weight, diabetes, pancreatitis, smoking, alcohol drinking, and
coffee and tea consumption. Furthermore, we attempted to test for
modifying the effect of smoking and alcohol, coffee, and tea
consumptions on the associations of interest. Because we failed to
demonstrate interactions between potential modifiers of effect and
studied genotypes, this part of the statistical analysis is not
reported. A P G 0.05 would be considered significant. Analyses
were performed using the Win SPSS v13.0 (SPSS, Chicago, Ill).
RESULTS
Characteristics of the Studied Population
Complete characteristics of the studied population are
presented in Table 1. Our analyses confirmed high age at re-
cruitment (OR, 1.03; 95% CI, 1.00Y1.05; P = 0.016), male
sex (OR, 2.70; 95% CI, 1.65Y4.43; P G 0.001), low weight
(OR, 1.06; 95% CI, 1.04Y1.08; P G 0.001), and positive per-
sonal history of pancreatitis (OR, 9.93; 95% CI, 2.63Y37.52;
P = 0.001) or diabetes (OR, 4.09; 95% CI, 1.95Y8.55; P G 0.001)
as pancreatic cancer risk predictors. Tea drinkers (more than
3 teacups per day) had significantly reduced pancreatic cancer
TABLE 1. Characteristics of the Studied Population
Controls Cases
Sex, n
Male 158 148
Female 107 87
Total 265 235
Age at recruitment, yr
Mean T SD 57.9 T 10.6 61.9 T 10.5
Total 265 235
Weight, kg
Mean T SD 76.0 T 14.5 67.5 T 15.0
Total 262 235
Personal history of diabetes, n
Negative 245 194
Positive 17 33
Total 262 227
Personal history of pancreatitis, n
Negative 258 212
Positive 4 15
Total 262 227
Smoking, n
Never smoker 104 71
Former smoker (910 yr) 53 34
Former smoker (0Y10 yr) 22 25
Current smoker 75 57
Total 254 187
Alcohol, n
Teetotaller 77 68
Former drinker 39 51
Regular drinker 140 68
Total 256 187
Coffee, n
Never (or G1/mo) 34 73
G1/wk 4 7
1Y2/wk 26 14
3Y5/wk 14 18
1Y2/d 135 85
3Y4/d 43 22
94/d 6 9
Total 262 228
Tea, n
Never (or G1/mo) 68 99
G1/wk 15 14
1Y2/wk 32 28
3Y5/wk 36 27
1Y2/d 70 52
3Y4/d 32 7
94/d 9 1
Total 262 228
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risk than others (less than 3 teacups per day; OR, 0.16; 95% CI,
0.07Y0.40; P G 0.001). Smoking, alcohol consumption, and
coffee drinking played no role as independent risk factor (re-
sults not shown).
CYP2A13, ADH1B, ADH1C Polymorphisms and
Pancreatic Cancer Risk
In age-, sex-, weight-, diabetes-, pancreatitis-, smoking-,
alcohol-, coffee- and tea-adjusted analyses, neither ADH1B or
ADH1C polymorphisms alone nor their combinations showed a
significant effect on pancreatic cancer risk (Table 2). Both in-
teractions and potential additive effects were followed in sta-
tistical analyses. Neither ADH1B nor ADH1C polymorphisms
showed significant association with pancreatic cancer risk in
drinkers compared with nondrinkers in adjusted analyses (re-
sults not shown). CYP2A13 variant allele *7 coding inactive
enzyme was found in 7 of the 265 cancer-free controls and in
none of the 235 pancreatic carcinoma patients (Table 2). Al-
though the trend seems strong, it could not be confirmed by
statistical analysis because of the absence of CYP2A13*7 car-
riers in the pancreatic cancer case group. In the subgroup anal-
ysis, 2 of 104 smokers and 4 of 150 nonsmokers carried the
CYP2A13*7 allele among the controls with data available.
DISCUSSION
Pancreatic cancer typically has poor prognosis and very
high mortality. The etiology and the molecular pathogenesis of
this cancer are still weakly understood. In our study, we con-
firmed a significant effect of most of the previously published
pancreatic cancer risk factors (age, sex, weight, and personal
history of chronic pancreatitis or diabetes).19,20 We have not
observed any effect of tobacco smoking, alcohol consumption,
and coffee drinking, but individuals who drunk more than 3
teacups per day had significantly reduced pancreatic cancer risk
than others. This result supports the previous study on Polish
pancreatic cancer patients that found a strongly significant trend
of decreasing risk with increasing lifetime consumption of tea
(P G 0.001)21 but contradicts to the recent Japanese study re-
porting null result.22 Discrepancy of results may be due to the
differences in tea drinking habits, tea quality, or study design.
Besides alterations of high-penetrance genes, interaction
of environmental factors with low-penetrance genes is suspected
to contribute to pancreatic cancer onset. Despite the fact that
other cancer types were frequently studied regarding gene-
environment interactions, pancreatic cancer belongs to the
least-studied cancers. Perhaps, because of the difficulties with
recruitment of patients who are quite often in very poor per-
formance status and have rather short overall survival, the
number of published studies is rather low. We aimed to in-
vestigate the contribution of functionally relevant polymor-
phisms in CYP2A13, ADH1B, and ADH1C to pancreatic cancer
susceptibility in the case-control study of a central European
population with one of the highest incidences in the Western
world. We observed clear prevalence of the variant CYP2A13
alelle causing premature stop at codon 101 (knockout allele *7)
among the controls in comparison with the pancreatic cancer
patients. Because there was no carrier of CYP2A13*7 among
the cases, the significance of this association with pancreatic
TABLE 2. Genotype Distribution in the Studied Population
Gene/Genotype Controls Cases OR* 95% CI* P
CYP2A13
Arg/Arg 258 235 Reference
Arg/STOP 7 0 V†
STOP/STOP 0 0 V†
Total 265 235
ADH1B
Arg/Arg 242 213 Reference
Arg/His 22 22 1.25 0.56Y2.77 0.583
His/His 1 0 V†
Arg/His + His/His 23 22 1.16 0.53Y2.55 0.706
Total 265 235
ADH1C
Ile/Ile 80 83 Reference
Ile/Val 138 109 0.93 0.56Y1.53 0.766
Val/Val 46 43 1.65 0.87Y3.13 0.123
Ile/Val + Val/Val 184 152 1.09 0.68Y1.74 0.730
Total 264 235
ADH1B + ADH1C I
Arg/Arg + Ile/Ile 70 71 Reference
(Arg/His or Arg/Arg) or (Ile/Val or Ile/Ile) 196 164 1.16 0.70Y1.90 0.566
ADH1B  ADH1C II
Arg/Arg + Ile/Ile 70 71 Reference
(Arg/His or Arg/Arg) and (Ile/Val or Ile/Ile) 11 10 1.09 0.31Y3.85 0.888
*Adjusted for age at recruitment, sex, weight, diabetes, pancreatitis, smoking, alcohol drinking, and coffee and tea consumptions.
†Statistics could not be performed because of the absence of individuals in 1 or more of the analyzed groups.
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cancer risk could not be statistically evaluated. Nevertheless,
bearing in mind the well-proven pivotal role of P450 2A13
in bioactivation of tobacco smoke-borne xenobiotics9 and the
hypothetically lower activity of this enzyme in the control group
than in the patients (lacking the knockout allele), our result
seems highly relevant. Moreover, the previously published mul-
tivariate analysis showed an elevated risk for small cell lung
cancer in subjects heterozygous for CYP2A13*7 (OR, 9.9; 95%
CI, 1.9Y52.2).23 Several polymorphisms exist in CYP2A13. Al-
though the most frequently studied Cys variant in codon 257
of CYP2A13 (Single Nucleotide Polymorphism database,
rs8192789) has been associated with the substantially reduced
risk of lung adenocarcinoma in the Chinese population (OR,
0.41; 95% CI, 0.23Y0.71),24 it unlikely impacts NNK metabo-
lism in vivo.25 However, a protective or additive effect of other
CYP2A13 alleles with unknown functional relevance cannot be
ruled out.26
Alcohol dehydrogenase and ALDH activities were detected
in the human pancreas, and the activity of ADH was much
higher than that of ALDH.27,28 Moreover, in pancreatic cancer
tumors, the activity of ADH1C was significantly higher than
that in healthy tissues (P G 0.001). By genotyping 9080 white
individuals from the general population, the ADH1B slow me-
tabolizers with genotype ADH1B*1/*1 drank more alcohol and
had a higher risk of alcoholism than fast alcohol metabolizers
(ADH1B*2/*2; rs1229984).29 In addition, the slower ADH ac-
tivity haplotype (ADH1B*1-ADH1C*2) was associated with
a higher risk of being a drinker.30 The relation between ADH
activity and alcohol exposure is thus well documented, and the
presence of high levels of ADHs in pancreatic cancer tissues
makes these enzymes an attractive target for the study of pan-
creatic cancer etiology. The role of alcohol in pancreatic can-
cer etiology is controversial.31,32 Genkinger et al33 conducted a
pooled analysis of the primary data from 14 prospective cohort
studies. The study sample consisted of 862,664 individuals,
among whom 2187 incident pancreatic cancer cases were iden-
tified. Their findings are consistent with a modest increase in
the risk of pancreatic cancer (RR, 1.22; 95% CI, 1.03Y1.45) with
a consumption of 30 or more grams of alcohol per day.33
However, in our study, ADH1B or ADH1C polymorphisms
alone nor their combinations showed a significant effect on
pancreatic cancer risk in risk factor-adjusted analyses. Drinking
status did not play a significant role in the stratified analyses
as well.
To our knowledge, we present the first study evaluating
the role of CYP2A13, ADH1B, and ADH1C polymorphisms in
pancreatic cancer in a white population. The observed preva-
lence of the CYP2A13*7 knockout allele among pancreatic
cancer patients requires replicate studies in related populations
of white origin.
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Souhrn
V˘chodisko: Karcinom prsu je velmi závaÏné onemocnûní, pfii kterém je vãasná diagnóza nemoci kritick˘m pfiedpokladem úspû‰né
léãby. V souãasné dobû vrcholí snaha hledat spolehlivé prognostické faktory, které by umoÏnily co nejlépe odhadnout v˘voj nemoci.
Vhodn˘mi prognostick˘mi markery se jeví také skupina biotransformaãních enzymÛ chinonoxidoreduktáz (NQO1 a NQO2), u kte-
r˘ch jiÏ bylo prokázáno spojení s rizikem vzniku karcinomu prsu. Metody a v˘sledky: Pomocí metody real-time PCR byla deteko-
vána exprese NQO1 a NQO2 ve v‰ech sledovan˘ch vzorcích pacientek s karcinomem prsu (42 párov˘ch vzorkÛ nádorové tkánû, okol-
ní tkánû bez histologicky prokázané infiltrace nádorov˘mi buÀkami a 19 vzorkÛ lymfocytÛ periferní krve). Exprese u obou genÛ
vykazovala velkou individuální variabilitu a byla rovnûÏ charakterizována deregulací v nádorové tkáni. Statisticky byly zhodnoceny
vztahy mezi expresí obou genÛ a klinick˘mi a histopatologick˘mi charakteristikami onemocnûní. V˘znamnû vy‰‰í exprese NQO1
byla nalezena v nenádorové tkáni pacientek po menopauze (P = 0,036), u pacientek s pN0 (tj. bez metastatického postiÏení axilárních
lymfatick˘ch uzlin, P = 0,044) a u pacientek s prokázanou expresí receptorÛ pro estrogen (P = 0,020) a progesteron (P = 0,040). Cel-
kovû vysoká exprese NQO1 v nenádorové tkáni korelovala s pfiízniv˘mi prognostick˘mi faktory. Tento trend bude je‰tû tfieba ovûfiit
anal˘zou pfieÏívání v del‰ím ãasovém horizontu. Pacientky s invazivním duktálním karcinomem mléãné Ïlázy mûly v˘znamnû niÏ‰í
expresi NQO2 v nádorové tkáni ve srovnání s lobulárním typem nádoru mléãné Ïlázy (P = 0,011). Závûr: Exprese NQO1 i NQO2
korelují s v˘znamn˘mi prognostick˘mi faktory u nemocn˘ch s karcinomy prsu a jejich studiu je tfieba se dále vûnovat na vût‰ím sou-
boru.
Klíãová slova: karcinom prsu, NQO1, NQO2, exprese, real-time PCR.
Summary
Background: Breast cancer is a highly serious disease in which early diagnosis presents a critical step to successful therapy. At pre-
sent time, identification of reliable prognostic markers that enable more precise estimation of disease progression is a major scientific
target. The group of biotransformation enzymes quinone oxidoreductases (NQO1 and NQO2) seems to be among such targets, as 
their association with breast cancer risk has been already published. Methods and Results: Expression of NQO1 and NQO2 was detec-
ted by real-time PCR in 42 paired tumor and surrounding (without morphologically verified presence of tumor cells) tissue samples
and in 19 samples of lymphocytes of breast cancer patients. Large inter-individual variability in expression of both genes was found
along with deregulation in tumor tissue. Statistical comparisons of expression levels of both genes with clinical and histopathology
findings were performed. Postmenopausal patients had significantly higher NQO1 expression in their non-tumor samples when com-
pared to premenopausal ones (P = 0,036). Higher NQO1 expression in non-tumor samples was found in patients without axillary lymph
node metastasis (P = 0,044) and in patients with immunohistochemically detected expression of the estrogen receptor (P = 0.020) and
progesterone receptor (P = 0,040). Generally, high NQO1 expression in non-tumor tissue correlated with factors of good prognosis.
This trend should be further verified by survival analysis from a long-term perspective. Lower NQO2 expression was observed in
tumor tissues of patients with invasive duct carcinomas of the mammary gland (P = 0.011). Conclusion: Expressions of NQO1 and
NQO2 correlate with well-established prognostic factors in breast carcinoma patients and should be studied further on larger number
of patients.
Key words: Breast cancer, quinone reductase 1, quinone reductase 2, gene expression, PCR.
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Úvod
Karcinom prsu je nejãastûj‰ím zhoubn˘m nádorem Ïen
a patfií mezi tzv. hormonálnû regulované nádory, ovlivnû-
né expresí zejména estrogenÛ (1). Estrogeny i xenoestro-
geny pfiítomné v zevním prostfiedí navíc indukují zv˘‰enou
expresi nûkter˘ch rÛstov˘ch faktorÛ jeÏ ovlivÀují prolife-
raãní aktivitu bunûk (1). Tyto procesy se uplatÀují u vût‰i-
ny tzv. sporadick˘ch forem karcinomu prsu, tj. u 75 – 85 %
nemocn˘ch. U 10 – 15 % vzniká karcinom prsu na základû
dûdiãn˘ch genetick˘ch zmûn (tzv. hereditární formy kar-
cinomu prsu), které jsou podmínûny pfiedev‰ím mutacemi
genÛ BRCA1 nebo BRCA2. Kromû tûchto majoritních pre-
dispoziãních genÛ (angl. high penetrance) je nyní studová-
na úloha i tzv. genÛ s nízkou penetrancí (angl. low pene-
trance), mezi které patfií i biotransformaãní geny.
Chinonoxidoreduktázy jsou flavoproteiny úãastnící se dru-
hé fáze biotransformace. V lidském genomu se vyskytují
dva geny kódující enzymy NAD(P)H:chinonoxidoreduk-
tázu 1 (NQO1, chromosom 16q22.1, ãíslo OMIM 125860)
a NRH:chinonoxidoreduktázu 2 (NQO2, chromosom 6p25,
ãíslo OMIM 160998). Tyto enzymy katalyzují dvouelek-
tronové redukce chinonÛ a chinoidních slouãenin na rela-
tivnû stabilní hydrochinony. Ty mohou b˘t dále konjugo-
vány a vyluãovány. Navíc látky s chinoidními strukturami
patfií mezi nejpouÏívanûj‰í cytostatika (antracykliny).
NQO1 je cytosolick˘ enzym vyuÏívající jako donor elek-
tronÛ kofaktory NADH nebo NAD(P)H. NQO1 se vysky-
tuje jako homodimer, v kaÏdém aktivním centru má jednu
prosthetickou skupinu FAD (flavin adenin dinukleotid) (2).
NQO1 hraje dÛleÏitou roli v ochranû bunûk proti toxicitû
chinonÛ tím, Ïe sniÏuje jejich mutagenitu a karcinogenitu.
Vysoká hladina NQO1 byla popsána u fiady nádorÛ a byly
nalezeny i rozdíly v hladinách exprese mezi nádorovou
i nenádorovou tkání (3). V na‰í pfiedchozí studii jsme zjis-
tili, Ïe polymorfismus NQO1, zpÛsobující témûfi absolutní
redukci enzymové aktivity, je rizikov˘m faktorem vzniku
karcinomu prsu (4). Tyto v˘sledky jsme potvrdili nezávis-
lou studií rakouské populace nemocn˘ch s karcinomy mléã-
né Ïlázy (5).
Enzym NQO2 se podobnû jako NQO1 vyskytuje v cytoso-
lu a jako kofaktor vyuÏívá ribosid dihydronikotinamid
(NRH) spí‰e neÏ NAD(P)H. NQO2 katalyzuje nejen dvou-
elektronovou redukci chinonÛ, ale také ãtyfielektronovou
redukci, pfii které jako elektronov˘ akceptor in vitro vyuÏí-
vá methyl ãerveÀ (methyl red). U NQO2 bylo nalezeno spe-
cifické místo pro vazbu kovÛ (angl. metal binding site), kte-
ré u NQO1 není pfiítomno (6). Enzym NQO2, stejnû jako
NQO1, chrání buÀky proti nûkter˘m chemick˘m karcino-
genÛm (7). NQO2 metabolicky aktivuje protinádorové léky,
napfi. CB1954, ãímÏ zvy‰uje jejich cytotoxicitu a stimulu-
je bunûãnou smrt (8). V nedávné dobû bylo také prokázá-
no, Ïe exprese lidského NQO2 je indukována antioxi-
danty (9).
Tato pilotní studie se zamûfiila pfiedev‰ím na kvantitativní
stanovení exprese NQO1 a NQO2 v souboru pacientek s kar-
cinomem prsu. Poprvé bylo provedeno, metodou absolut-
ní kvantifikace, zhodnocení rozdílu v expresi jednotliv˘ch
genÛ mezi prsní nádorovou a nenádorovou tkání. Jako moÏ-
n˘ marker hladin expresí NQO1 a NQO2 jsme sledovali
expresi tûchto genÛ u lymfocytÛ periferní krve. Hlavním
cílem bylo prozkoumání v˘znamu exprese NQO1 a NQO2
pro prognózu v˘voje onemocnûní u pacientek s karcino-
mem prsu, jeÏ bylo provedeno korelací hladin expresí s kli-
nick˘mi nálezy a histopatologick˘mi charakteristikami kar-
cinomÛ.
Pacientky a metody
Do studie bylo zahrnuto 42 nemocn˘ch s histologicky potvr-
zenou diagnózou karcinomu prsu z období let 1998 – 2005.
Sledované klinické a histopatologické charakteristiky paci-
entek jsou uvedeny v tabulce ã. 1. V‰echny pacientky pode-
psaly formuláfi informovaného souhlasu ve shodû s Hel-
sinskou deklarací a studie byla schválena etickou komisí
Státního zdravotního ústavu v Praze. U 19 sledovan˘ch
nemocn˘ch byla v prÛbûhu operace odebrána periferní krev
a ihned pouÏita k separaci lymfocytÛ a izolaci RNA s vyu-
Ïitím TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
V prÛbûhu operaãního v˘konu byl nemocn˘m odebrán vzo-
rek tkánû z makroskopicky suspektního loÏiska nádoru (pro
úãely peroperaãní biopsie) a k nádoru pfiiléhající okolní
tkáÀ. Vzorky tkání byly histologicky zpracovány a vy‰et-
fieny podle standardních diagnostick˘ch procedur. Expre-
se receptorÛ pro estrogen a pro progesteron byla stanove-
na imunohistochemicky na histologickém fiezu z formolem
fixované a do parafinu zalité tkánû. Tkánû s histologicky
prokázan˘m karcinomem byly zafiazeny jako reprezenta-
p Û v o d n í  p r á c e
Charakteristika N §
PrÛmûrn˘ vûk v dobû diagnózy (66,6 ± 12,4) 42 (100)
Menopauzální stav premenopauzální 6 (14,3)
postmenopauzální 36 (85,7)
Histologick˘ typ nádoru invasivní duktální karcinom 32 (76,2)
invasivní lobulární karcinom 7 (16,7)
jin˘ typ † 2 (  4,8)
neurãeno 1 (  2,3)
PrÛmûrná velikost nádoru (23,8 ± 10,3 mm)
≤ 20 mm 21 (50,0)
21 – 49 mm 19 (45,2)
≥ 50 mm 2 (  4,8)
Histologick˘ grade 1 7 (16,7)
2 19 (45,2)
3 9 (21,4)
neurãeno 7 (16,7)
Klinické stadium I 12 (28,6)
II 20 (47,6)
III 5 (11,9)
IV 1 (  2,4)
neurãeno 4 (  9,5)
Receptor pro estrogen pozitivní 27 (64,3)
negativní 15 (35,7)
Receptor pro progesteron pozitivní 19 (45,2)
negativní 23 (54,8)
PostiÏení uzlin* pozitivní 15 (35,7)
negativní 23 (54,8)
neurãeno 4 (  9,5)
Tabulka 1: Klinické a histopatologické charakteristiky sledova-
n˘ch pacientek.
§ N = poãet pacientek (procentuelní zastoupení je uvedené
v závorce)
† mucinozní a malobunûãn˘ karcinom
* kritérium „pozitivity“ – alespoÀ jedna uzlina s metastatick˘m
postiÏením
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tivní pro izolace nukleov˘ch kyselin. Ve vzorcích okolní
nenádorové tkánû pouÏit˘ch pro izolace nukleov˘ch kyse-
lin nebyla morfologicky prokázána pfiítomnost nádorov˘ch
bunûk. 5 µm tenké kryostatové fiezy nádorov˘ch a nenádo-
rov˘ch tkání byly uchovávány v tekutém dusíku a násled-
nû pouÏity pro izolaci celkové RNA s vyuÏitím TRIzol rea-
gent. Kvalita v˘sledného preparátu celkové RNA bylo
ovûfiena agarózovou elektroforézou a koncentrace urãena
spektrofotometricky pomocí pfiístroje Cary 300 (Varian,
Palo Alto, CA). Pro syntézu cDNA bylo pouÏito 0,5 µg cel-
kové RNA a kit na syntézu cDNA (MBI Fermentas, Vilni-
us, Litva). Pfiípadná kontaminace genomovou DNA byla
posouzena PCR amplifikací fragmentu kontrolního genu
ubichitinu C za vzniku produktu z cDNA (190 bp) a z geno-
mové DNA (1009 bp) popsanou metodou (10).
Vy‰etfiení expresí metodou real-time PCR bylo provedeno
na systému RotorGene 6000 (Corbett Research, Sydney,
Australia) za pouÏití TaqMan Gene Expression Assays pro
sledované geny (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Souãasnû se vzorky byly v prÛbûhu real-time PCR mûfieny
i standardy obsahujících cílovou sekvenci genÛ NQO1 nebo
NQO2 naklonovanou do plasmidu pDONR201 pomocí
GATEWAY Cloning Kit podle instrukcí v˘robce (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). Jako kontrolní gen byl vyuÏit cyklofi-
lin A (PPIA, chromosom 7p13, ãíslo OMIM 123840), kte-
r˘ byl stanoven za stejn˘ch podmínek PCR amplifikace jako
NQO geny.
Vyhodnocení real-time PCR reakcí bylo provádûno soft-
warem Rotor-Gene 6000 série verze 1.7. Exprese NQO1
a NQO2 byla analyzována metodou absolutní kvantifikace
s vyuÏitím externí kfiivky pfiíslu‰n˘ch standardÛ plasmidÛ
o koncentracích: 102, 103, 104, 105 a 106 kopií/vzorek. Poãet
kopií NQO1 a NQO2 v kaÏdém vzorku byl vztaÏen na
µg celkové RNA. Podobnû byl vyhodnocen i poãet kopií
kontrolního genu PPIA. Nakonec byla provedena normali-
zace poãtu kopií NQO1 nebo NQO2 na poãet kopií PPIA.
Hladiny exprese NQO1 a NQO2 byly korelovány s klinic-
k˘m prÛbûhem onemocnûní a s histopatologick˘mi nálezy
pomocí neparametrického Mann-Whitney U testu. Za sta-
tisticky v˘znamnou byla povaÏována hodnota P < 0,05. Sta-
tistická anal˘za byla provedena programem Statistica 7
(StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
V˘sledky
U v‰ech sledovan˘ch vzorkÛ byla hladina exprese NQO1
a NQO2 spolehlivû detekovatelná. V nádorové i nenádoro-
vé tkáni byly nalezeny vy‰‰í prÛmûrné hladiny NQO1 neÏ
NQO2. Exprese obou genÛ se vyznaãovala velkou indivi-
duální variabilitou mezi jednotliv˘mi pacientkami. Pfii
porovnání rozdílÛ expresí obou sledovan˘ch genÛ byly nale-
zeny v˘znamnû vy‰‰í prÛmûrné exprese v nenádorové tká-
ni oproti nádorové tkáni (viz. tabulka ã.2). Pfii hodnocení
hladin ve vzorcích jednotliv˘ch pacientek byly nalezeny
vy‰‰í hodnoty expresí NQO1 a NQO2 v nenádorové oproti
nádorové tkáni u 20 (47,6%) resp. 26 (61,9%) z celkového
poãtu 42 vzorkÛ. Na druhé stranû v‰ak u nûkter˘ch pacien-
tek byly nalezeny více neÏ 3x vy‰‰í hladiny exprese NQO1
(u 12 pacientek ze 42, tj. 28,6%) i NQO2 (u 6 pacientek ze
42, tj. 14,3%) v nádorové oproti nenádorové tkáni.
Klinické a patologické charakteristiky souboru pacientek
jsou shrnuty v tabulce ã.1. Vûkov˘ prÛmûr sledovaného
souboru pacientek s karcinomem prsu byl 67 let a 85,7%
pacientek se nacházelo v období po menopauze. Lokálnû
rozvinuté nádory (klinické stádium I, IIA ãi IIB) mûlo
76,2% pacientek. Z histologického hlediska se jednalo pfie-
dev‰ím o invazivní duktální karcinomy prsu (76,2%) s prÛ-
mûrnou velikostí v‰ech typÛ nádorÛ 23,8 ± 10,3 mm. Expre-
se receptorÛ pro estrogen byla nalezena u 64,3 % a exprese
receptorÛ pro progesteron u 45,2% pacientek.
Pfii hodnocení vztahÛ hladin NQO1 a NQO2 ke sledovan˘m
klinick˘m a histopatologick˘m faktorÛm byla nalezena fiada
v˘znamn˘ch korelací, které jsou shrnuty v tabulce ã.3.
Pacientky po menopauze mûly v˘znamnû vy‰‰í hladinu
exprese NQO1 v nádorové tkáni ve srovnání s pacientkami
pfied menopauzou (P = 0,033; viz. tabulka ã.3A). Obdob-
nû tomu bylo v jejich nenádorové tkání (P = 0,036, viz.
tabulka ã.3B). Vy‰‰í expresi NQO1 v nenádorové tkáni
jsme zjistili u nemocn˘ch bez metastatického postiÏení lym-
fatick˘ch uzlin, tj. pN0 (negativní node status, P = 0,044)
a s pozitivitou jak receptorÛ pro estrogen (P = 0,020) tak
p Û v o d n í  p r á c e
A)
Exprese NQO1 (vyjádfiená jako pomûr poãtu kopií na µg RNA NQO1/PPIA) 
Typ vzorku N § Minimum Maximum PrÛmûr S.E. Medián Variabilita
nádor 42 0,0248 3,0821 0,5266 0,0961 0,2804 122-krát
nenádorová tkáÀ* 42 0,0143 3,7983 0,7815 0,1474 0,3618 265-krát
lymfocyty 19 0,0015 0,2335 0,0409 0,0153 0,0112 156-krát
B)
Exprese NQO2 (vyjádfiená jako pomûr poãtu kopií na µg RNA NQO2/PPIA) 
Typ vzorku N § Minimum Maximum PrÛmûr S.E. Medián Variabilita
nádor 42 0,0023 1,8085 0,1681 0,0530 0,0735 786-krát
nenádorová tkáÀ* 42 0,0059 1,1459 0,2097 0,0433 0,0910 194-krát
lymfocyty 19 0,0112 0,2278 0,0838 0,0148 0,0731 20-krát
Tabulka 2: Porovnání exprese NQO1 a NQO2 v nádoru, nenádorové tkáni a lymfocytech periferní krve pacientek s karcinomem prsu.
(A) Hladina expresí pro NQO1 a (B) hladina expresí pro NQO2.
§ poãet sledovan˘ch vzorkÛ
* tkáÀ z okolí nádoru bez morfologicky prokázan˘ch známek pfiítomnosti nádorov˘ch bunûk
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pro progesteron (P = 0,040). Pacientky s invazivním duk-
tálním karcinomem mûly v˘znamnû niÏ‰í expresí NQO2
v nádorové tkáni neÏ pacientky s lobulárním typem nádo-
ru (P = 0,011, viz. tabulka ã.3C). Exprese NQO2 v nená-
dorové tkáni byla ve vztahu k velikosti nádoru na hranici
v˘znamnosti. Pacientky s vy‰‰í expresí NQO2 mûly ãastû-
ji nádory vût‰í neÏ 20 mm (P = 0,048, viz. tabulka ã.3D).
Dal‰í v˘znamné vztahy hladin exprese studovan˘ch genÛ
ke klinick˘m a histopatologick˘m faktorÛm nebyly nale-
zeny. Exprese NQO1 ani NQO2 v lymfocytech nekorelo-
vala s pfiíslu‰nou expresí tûchto genÛ v nádorové ãi nená-
dorové tkáni.
Diskuze
V na‰ich pfiedchozích studiích, které se zamûfiily na sledo-
vání polymorfismu NQO1, se nám podafiilo prokázat vztah
genotypu NQO1 k riziku vzniku karcinomu prsu u ãeské
populace (4) a v mezinárodní studii jej potvrdit na rakous-
ké populaci (5). Proto jsme se v této pilotní studii snaÏili
tento rizikov˘ potenciál hloubûji prozkoumat a pfiípadnû
nalézt dal‰í moÏné informace o úloze NQO1 a pfiíbuzného
NQO2 na úrovni genové exprese. Tato pilotní studie za pou-
Ïití metody real-time PCR jednoznaãnû prokázala expresi
genÛ NQO1 a NQO2 v nádorech, v okolní pfiiléhající nená-
dorové tkání i v periferních lymfocytech pacientek s karci-
nomem prsu. Vysoká exprese NQO1 jiÏ byla nalezena v fiadû
lidsk˘ch nádorov˘ch i nenádorov˘ch tkání (karcinom prsu,
plic, traãníku, jater atd.) (11,12,13,14,15). Pomocí Nort-
hern blotu byla hladina genové exprese NQO2 zji‰tûna v srd-
ci, mozku, plicích, játrech, ledvinách a v kosterních svalech
(16). Imunohistochemick˘mi studiemi bylo zji‰tûno, Ïe
NQO1 v lidsk˘ch tkání je hlavnû lokalizován v endoteliál-
ních a epiteliálních tkání v mnoha rÛzn˘ch orgánech vãet-
p Û v o d n í  p r á c e
nû oka (17). Na‰e studie je unikátní v tom, Ïe nabízí v˘znam-
nû pfiesnûj‰í stanovení genové exprese metodou absolutní
kvantifikace pomocí real-time PCR jeÏ dosud nebylo pub-
likováno. 
V prÛmûru byly nalezeny vy‰‰í exprese genÛ NQO1
a NQO2 v nenádorové oproti nádorové tkáni, tzn. v nádo-
rové tkáni bûhem rozvoje onemocnûní do‰lo ke sníÏení
exprese sledovan˘ch genÛ (downregulace). U nûkter˘ch
pacientek v‰ak byly nalezeny více neÏ 3x vy‰‰í hladiny
exprese NQO1 i NQO2 v nádorové oproti nenádorové tká-
ni (upregulace). Tento fakt naznaãuje moÏné vyuÏití kvan-
titativního stanovení exprese NQO1 a NQO2 v budoucnu
pfii individualizované chemoterapii cytostatiky zaloÏen˘-
mi na aktivaci enzymy kódovan˘mi NQO1 nebo NQO2.
V odborné literatufie jiÏ na toto téma probíhá diskuze
(7,18,19).
Ve snaze zjistit zda by bylo moÏné, pro odhad hladin expre-
se ve sledované tkáni, pouÏít lymfocyty periferní krve byly
u 19 pacientek korelovány hladiny exprese NQO1 a NQO2
v lymfocytech s hladinami ve zkouman˘ch tkáních. Expre-
se NQO1 ani NQO2 v periferních lymfocytech v‰ak s expre-
sí v nádorové ãi nenádorové tkáni v˘znamnû nekorelova-
la. Pravdûpodobnû tedy nebude moÏné pouÏít pro vy‰etfiení
exprese NQO1 a NQO2 lymfocyty (coÏ by umoÏÀovalo
nejen primární stanovení hladin exprese tûchto genÛ, které
je vhodnûj‰í pfiímo z nádorové tkánû, ale hlavnû by umoÏ-
nilo prÛbûÏné sledování dynamiky exprese v prÛbûhu léã-
by a po jejím ukonãení).
Pro posouzení v˘znamu exprese NQO1 a NQO2 pro pro-
gnózu v˘voje karcinomu prsu jsme porovnali v˘sledky sle-
dování exprese NQO1 a NQO2 s klinick˘mi a histopatolo-
gick˘mi charakteristikami nádorÛ jednotliv˘ch nemocn˘ch.
Studie zab˘vající se podobnou tématikou nebyly dosud pub-
likovány. Na‰e studie nalezla nûkteré velmi zajímavé vzta-
hy. V˘znamnû vy‰‰í exprese NQO1 zji‰tûné v tkáních paci-
entek s primární diagnózou onemocnûní po menopauze
naznaãuje moÏné ovlivnûní kolísáním hormonálních hla-
din u premenopauzálních Ïen. Tento pfiedpoklad vychází
z toho, Ïe k regulaci exprese NQO1 mÛÏe docházet nejen
pomocí Ah receptoru ãi fenolick˘ch antioxidantÛ a meta-
bolitÛ polycyklick˘ch aromátÛ, ale i pomocí antiestrogenÛ
a estrogenov˘ch receptorÛ (20). Nález v˘znamnû niÏ‰í
exprese NQO2 v nádorové tkáni pacientek s invazivním
duktálním karcinomem oproti pacientkám s invazivním
lobulárním karcinomem by bylo vhodné korelovat na úrov-
ni proteinu s imunohistochemicky zji‰tûnou expresí NQO1
a NQO2 proteinÛ u jednotliv˘ch typÛ karcinomÛ. V pfiípa-
dû potvrzení vztahu exprese na úrovni mRNA a proteinÛ
a ovûfiení v˘znamu tohoto stanovení na vût‰ím souboru
nemocn˘ch by bylo moÏné gen NQO2 zaãlenit do panelu
markerÛ molekulárnû-patologického profilu karcinomÛ
prsu. K nejzajímavûj‰ím vztahÛm patfií nález v˘znamnû
zv˘‰ené exprese NQO1 u pacientek s lep‰í prognózou one-
mocnûním (postmenopauzální stav, pN0, ER+ a PR+). Ten-
to v˘sledek by mohl mít v˘znam pro zpfiesnûní zafiazení jed-
notliv˘ch nemocn˘ch do léãebn˘ch skupin. Pro ovûfiení
a lep‰í vyuÏití poznatkÛ je tfieba roz‰ífiit studii na vût‰í sku-
pinu pacientek, porovnat v˘voj onemocnûní u jednotliv˘ch
pacientek s odstupem ãasu po léãbû (korelace s pfieÏitím,
kompletní remisí, recidivami atd.) a rovnûÏ prozkoumat
vztah mezi genovou expresí a hladinami proteinu sledova-
ného napfiíklad imunohistochemicky. Dal‰í zajímavé infor-
A. NQO1 nádorová tkáÀ N § PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)
Postmenopauzální stav 36 0,59 ± 0,11
Premenopauzální stav 6 0,16 ± 0,09 0,033
B. NQO1 nenádorová tkáÀ N PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)
Postmenopauzální stav 36 0,88 ± 0,17
Premenopauzální stav 6 0,21 ± 0,01 0,036
Uzliny bez metastáz (N0) 23 1,14 ± 0,24
Uzliny s metastázami (N1-N3) 15 0,38 _ 0,11 0,044
Pozitivní ER * 27 0,91 ± 0,18
Negativní ER 15  0,56 ± 0,25 0,020
Pozitivní PR * 19 1,07 ± 0,25
Negativní PR 23 0,55 ± 0,17 0,040
C. NQO2 nádorová tkáÀ N PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)
Invazivní duktální karcinom 32  0,46 ± 0,08
Invazivní lobulární karcinom 7 0,55 ± 0,22 0,011
D. NQO2 nenádorová tkáÀ N PrÛmûr ± S.E. P (2-sided)
Klinické stádium T1 18 0,15 ± 0,06
Klinické stádium T2-T4 20 0,30 ± 0,07 0,048
Tabulka 3: V˘znamné vztahy mezi expresí genÛ NQO1 a NQO2
v nádorové a nenádorové tkáni a klinick˘mi a histopatologick˘-
mi charakteristikami karcinomÛ vy‰etfien˘ch nemocn˘ch
§ poãet sledovan˘ch vzorkÛ
* ER – receptor pro estrogen, PR – receptor pro progesteron
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mace ohlednû prognostického a prediktivního v˘znamu
expresí obou genÛ mÛÏe pfiinést anal˘za pfieÏívání ve vzta-
hu k typu pouÏité chemoterapie, kterou plánujeme v dlou-
hodobûj‰í perspektivû.
Závûr
Pilotní studie sledující expresi genÛ 2.fáze biotransfor-
mace NQO1 a NQO2 prokázala na souboru pacientek
s karcinomem prsu v˘znamné exprese jak v nádorové tak
i v nenádorové tkáni a v lymfocytech periferní krve. Na
základû dosaÏen˘ch v˘sledkÛ je moÏno usuzovat, Ïe vyso-
ká exprese NQO1 v nenádorové tkáni by mohla charakte-
rizovat pacientky s lep‰í prognózou v˘voje nemoci.
Naproti tomu nízká exprese NQO2 by mohla naznaãovat
vût‰í pravdûpodobnost v˘voje agresivnûj‰ího prÛbûhu
onemocnûní. Celkovû se tedy exprese NQO1 i NQO2 jeví
jako potenciální prognostick˘ faktor v˘voje karcinomu
prsu. Pro moÏné vyuÏití v˘sledkÛ v klinické praxi navr-
hujeme ovûfiit získané informace sledováním hladin NQO1
a NQO2 i pfiíslu‰n˘ch proteinov˘ch produktÛ u vût‰ího
souboru pacientek a s ãasov˘m odstupem od diagnózy
onemocnûní.
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Grantem Univerzity Karlovy GAUK ã. 94507 a v˘zkum-
n˘m programem na podporu mlad˘ch vûdcÛ SZÚ Praha.
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